1 wiede 
» tiefrot, 


Farb 
re di 


ligly 


tobre 


raubs 


ischau 


orstul 


'ystei 


n nacl 
cheint. 


rische} 
. Wei 


e bio 


MEMICAL LIPRARY "DEC 4 1948 


BIOCHEMISCHE 


ZEITSCHRIFT 


BEGRUNDET VON 


C. NEUBERG 


_ UNTER MITWIRKUNG 
ZAHLREICHER FACHGENOSSEN » 


HERAUSGEGEBEN 
VON ~ 


F. G. FISCHER . K. LANG 
WORZBURG MAINZ 


318. BAND. 45. (SCHLUSS-) ese 


» ABGESCHLOSSEN AM 9. JUNI. 1948 . 


Ad 


BERLIN-GOTTINGEN-.HEIDELBERG 
SPRINGER-VERLAG 
1948 





Biochemische Zeitschrift. 318. Band. 4./s- Heft. 


* Biochemische Zeitschrift — 
Sa cen cece eager 





es wae Seninre ex’ Druckbogen umfassen. 
po nA ph Sakae an paella <<] ed 

cred werden, | ae den se dpe von 1 bis p nicht Giberschreiten. - Relea 
nur dann zugelassen, wenn 3 bit Dractveiten nicht Gberechreiten: — Abhandlings 





H dung snd on dis Hera (36) Wired Instine der Université, Rentgenring 
errn scner, (2 
diego reas d lntiheder Udon, 


wohnenden 

ermdglicht wird. sy 

nat yn fircioeAtbe evn enn ae re 16seitigen Druckbogen, jedoch im Hichstfalle 
wird 


popcorn rae ye Get, mit dex Annalme dea und seiner V 
eee ete eee Poor ayo Sorta 
bendy nae oy ER rate re 
ako et ana eek aig 


yee epee et. 
ihrer 
Die Mitarbeiter erhalten von rb Baie ead a budistraht mamndaiae Gee eitere Exemplare 
Sopra: Vaan 


spanogh or oo agal 
Neuenheimer 24 
Fernsprecher: 24 40 ” Wecgapeschett onl 70 





318. Band Inhaltsverzeichnis i eaaleadtid $s Heft 


Schéberl, Alfons und Reiner Hamm, Uber die Einwirkung yon Papain auf Schafwolle. *“ 
i Ming. Mit ep te sees (Wares 42. 7. 1903; Freturg Br., 3. & 


Schdberl, Alfons und Reiner Hamm, Uber die Einwirkung von in n auf Schafwolle. 
Il. ene spaptiaaete actennac te heat: 12. 7. 1903; Pring Br., 3, 8. 


Wo haat tines 
ungen. Diener, 47 x: $78 


Theodor und sa Reet Selidadiines tiber den Waiaaibin des 
Haares. (Poldin b, Kiistrin, 9. 10, 1864; Danzig, 13, 5. 1912) 


Titschack, Erich und Hans Schmalfu8, Was befahigt - Py tr aean Wolle zu ver- 
werten? (St. Petersburg, 11.6. 1892; Hamburg, 28. 3.1894) . 


Zahn, Helmut und Helmut Brauckhoff,Uber die Fixierung vo Peers Wake ert: 
- abbildungen. (Erlangen, 43. 6.1916; Danzig, 13.5. 1912) site oo, 401 


Herrlinger, Friedrich und Friedrich Kiermeler, rraben. Mit ¢ fexta eration der Per- 
oxydase in warmebehandelten Pflanzengeweben. Mit th apes ungen. (Ulm a. d. 
Donau, 8, 6.4913; Dresden, 22.7. 1908) . . 41 


Kathen, Hans und Konrad Lang, “Bestimmung des Natriums im bclogiachen essa 
(Berlin, 42. 1. 1942; Bruchsal i, Baden, 15:8. 1898) 





Uber die Einwirkung von Papain auf Schafwolle*. 


1. Mitteilung. 
Von 
ALFONS SCHOBERL und REINER Hamm. 
Mit 4 Textabbildungen. 


(Eingegangen aus Wirzburg am 24. April 1944. 


Zu den charakteristischen Eigenschaften der Keratine gehorte von jeher 
neben der Schwerléslichkeit in verdiinnten Sauren und Alkalien vor allem 
ihre Unangreifbarkeit durch Enzyme. Diese auffallende Resistenz wurde 
sogar zur Definition des Keratinbegriffes herangezogen. Es mehren sich 
jedoch die Anzeichen, daB das Problem der fermentativen Angreifbarkeit 
der Keratine in Zukunft einer eingehenderen Bearbeitung als bisher be 
darf. In neuerer Zeit versuchte man vor allem an der Schafwolle eine Zer- 
stérung der Faserstruktur auf fermentativem Wege zu erzwingen, wobei 
Erfahrungen der Textilindustrie, wie etwa die praktisch wichtigen Schadi- 
gungen an der Wollfaser durch Bakterien, im Vordergrund des Interesses 
standen. Fermentative Verainderungen an der Schafwolle sind jiingst auch 
fiir die Herabsetzung des Filzvermégens der Faser herangezogen worden. 
Bei den zuletzt angedeuteten Untersuchungen trat im allgemeinen das 
Problem der Verdauung von Wollkeratin in den Hintergrund, da in erster 
Linie dabei eine Maceration der Wollfaser in Spindelzellen angestrebt 
wurde. Dies gilt vor allem fiir die umfangreichen histologisch-morphologi 
schen Studien iiber den Aufbau der tierischen Haare, bei denen man aut 
die Gewinnung der ungeschadigten Bauelemente der Faser Wert legte. 

Aus fast allen Untersuchungen dieser Art geht hervor, daB unbehandelte 
Fasern von Enzymen nicht, oder doch nur sehr geringfiigig angegriffen 
werden. Man findet die Ansicht vertreten, daB die Aufspaltung der Cystin 
SS-Bindungen im Gefiige des Wollkeratins die Voraussetzung fiir die 
fermentative Angreifbarkeit bildet. Bei diesen Versuchen hatte die Wolle 
eine chemische Vorbehandlung, beispielsweise durch alkalische Lésungen 
oder Reduktionsmittel, durchgemacht. Auch eine mechanische Schidigung 
der Wolle soll die Reaktionsbereitschaft der Faser erhéhen. 


* X. Mitt. in der Untersuchungsreihe ,,Reaktionsfahigkeit und Bau mensch- 
licher und tierischer Haare; IX. Mitt.: diese Z. 317, 171 (1944). Die vorliegende 
Mitteilung wurde am 1. Marz 1944 als Diplomarbeit eingereicht. Die Veréffent- 
lichung kann aus auferen Griinden erst jetzt erfolgen 
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Doch ist zusammenfassend festzustellen, daB auch bei geschidigt 
Fasern der Angriff durch Enzyme zumeist nur recht langsam vonstatt: 
ging. Zur Zerlegung des Haares in seine Zellbestandteile waren je na 
Versuchsbedingungen mehrere Tage oder gar Wochen notwendig. 7 
war die Geschwindigkeit des Abbaues von der Art des angewendet 
Fermentsystems abhangig, der Vorgang der Faserauflésung zeigte jedo 
in allen Fallen das gleiche Bild. Der Angriff erfolgte zunachst nicht an ci 
auBeren Schuppenschicht (Cuticula), welche den aus parallel gelagert 
spindelférmigen Zellen bestehenden Faserstamm wie die Rinde ein 
Baumes umschlieBt, sondern an den Schnittenden der Faser. Von hier : 
wird der Zellverband aufgelockert und schlieBlich in die einzelnen isolierte: 
Spindelzellen (Rindenzellen, Fibrillen) aufgelést. Die Cuticula bleibt 
leerer Schlauch zuriick, der bei weiterer Einwirkung des Enzyms in ein 
zelne Schuppenzellen zerfallt. Dabei geht die Faserstruktur der Haa: 
vollig verloren. Sie haben sich in einen aus isolierten Zellen bestehencd 
Brei verwandelt. Die weitere Verdaubarkeit dieser isolierten Zellen wurd 
zwar nicht unbedingt in Frage gestellt, aber auch nicht experimente!| 
nachgewiesen. Lediglich Hock, Ramsay und Hararais [1] konnten unte: 
dem Mikroskop einen teilweisen Abbau der Spindelzellen beobachten. 

Der Grund fiir die fermentative Angreifbarkeit der Faser wurde zumeis' 
in der Verdauung einer bisher nicht einwandfrei nachgewiesenen Kitt 
substanz, welche die Zellen miteinander verbinden soll, gesehen [2]. 


Es fallt auf, daB bei einer Reihe von Arbeiten iiber die enzymatisch 
Verdauung von Schafwolle das behandelte Material und die benutzten 
Flotten chemisch iiberhaupt nicht, oder nur oberflachlich untersucht wu: 
den. Im Vordergrund standen, wohl zur Teil bedingt durch Frageste! 
lungen der Textilindustrie, mikroskopische und mechanische Priifungs 
methoden. 


Im folgenden werden zunichst die proteolytischen Enzyme angefiihrt 
deren Wirkung auf Schafwolle untersucht worden ist [3]. 


Pankreatin \ieBen MEUNIER, CHAMBARD und Comre [4] auf Wolle einwirken 
die vorher einer alkalischen Quellung unterzogen wurde. Die Wolle lieB sich so 
zu einem Brei von Spindelzellen und Schuppenzellen abbauen. Dabei war ein 
Zunahme des Stickstoffgehalts der Flotte festzustellen. 

Auch STAKHEYEWA-KAVERZNEWA und GAvRILOw [5] untersuchten die Ein 
wirkung von Pankreatin, das mit Enterokinase aktiviert war, auf alkalisch ge 


schadigte Wolle. Nach 8 Tagen war die Halfte der Wolle in ihre Bauelement: 


[1] Amer. Dyest. Rep. 18, 449 (1941). 

[2] In neuester Zeit 4uBerten ELOp und Zaun (Melliand Textilber. 24, 245 
(1943), vgl. ZAHN: ebenda 24, 157 (1943)) Zweifel an dieser Anschauung. 

[3] Eine ausfiihrliche Besprechung und kritische Beleuchtung der Gesamit 
literatur wird erst nach AbschluB weiterer Versuche erfolgen. 

[4] C. r. Acad. Sci. 184, 1208 (1927). 

[5] Bull. Soc. Chim. Fr. ‘1937, 647. 
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erfallen. Hierbei sollte weder eine Stickstoffzunahme in den Flotten noch eine 
Gewichtsabnahme der Spindelzellen erfolgen, weshalb eine Verdauung der iso- 
erten Zellen fiir unméglich gehalten wurde. 

Unter anderen Bedingungen als in den obengenannten Arbeiten wurde das 
Pankreatin jiingst von EL6p und ZaAun [1] benutzt, die in friiheren Untersuchun- 
ren das gleich zu beschreibende BurGess-Verfahren zur Maceration der Faser 
inwandten [2]. Durch Kombination der enzymatischen Behandlung der Wolle 
mit einem mechanischen Zerkleinerungsverfahren kamen ELOp und ZAHN zu 
einer raschen und schonenden Isolierung der Spindelzellen. Nach mehrstiindiger 
Einwirkung der Enzymlésung auf ungeschadigte Wolle lieB sich diese beispiels- 
weise durch Zerreiben im Porzellanmorser (unter Wasser) vollig in Spindelzellen 
zerlegen. Dabei ging nur sehr wenig Stickstoff in Lésung. 

Trypsin und Pepsin benutzte BurcGess [3], um durch Vergleich mit diesen 
Fermenten Schliisse auf den Angriff der Wolle durch Bakterien ziehen und ent- 
sprechende Gegenmittel finden zu kénnen. Er setzte vorbehandelte Wolle der 
Einwirkung von Trypsinlésung aus und beobachtete auf mikroskopischem Wege 
den Zerfall der Fasern in ihre Zellen, der einer verhaltnismabig langen Zeit be- 
durfte. 

Weitere Versuche zur Verdauung von unbehandelter und mechanisch und 
chemisch vorbehandelter Wolle mit Pepsin, Trypsin, Chymotrypsin und Papain 
stammen von Harris und Mitarbeitern [4]. Hier wurden z. B. die Disulfidbin- 
dungen der Wolle mit Thioglykolsdure reduziert und zur Verhinderung der Re- 
oxydation methyliert. Eine solche Faser lieB sich dann durch Pepsin in Spindel- 
und Schuppenzellen zerlegen. Die mikroskopische Beobachtung der Einwirkung 
von Pepsinlésung auf 10 bis 15 » diinne Faserquerschnitte ergab, dai die Rinden- 
schicht langsam vollig verdaut wurde, wahrend die Schuppen als diinner Ring 
zuriickblieben. Auch Harris und Mitarbeiter sehen die mechanische Schadigung 
der Cuticula oder die Aufsprengung von Cystinbindungen als Voraussetzung 
fiir den fermentativen Angriff an. Papain erwies sich in ihren Versuchen als un- 
wirksam. 

Bereits anfangs des Jahres 1941 fand A. ScuOpert die besondere Eignung des 
Papainsystems zur Zerstérung der Wollfaser und Isolierung der Spindelzellen 
auch in praparativem Ausmai. Hieriiber wurde von ScHOBERL in einer kurzen 
Notiz im Jahre 1942 berichtet [5]. Es war das Ziel der vorliegenden Arbeit, ein 
Teilproblem aus dem gesamten Fragenkomplex einer systematischen Bearbeitung 
zuzufiihren. 

Wie dann spater bekannt wurde, haben etwa gleichzeitig auch Puitiips und 
Mitarbeiter [6] unter etwas anderen Versuchsbedingungen die Brauchbareit von 
Papain festgestellt. Puittips und Mitarbeiter, die Natriumbisulfit als Papain- 


[1] EL6p: Kolloid-Z. 96, 284 (1941); ZAHN: Melliand Textilber. 22, 305 (1941); 
23, 157 (1942); EL6p, Nowortny u. Zann: Kolloid-Z. 100, 283 (1942). 

{2] J. Text. Inst. 25, P. 289, P. 391 (1943). Die Burngesssche Methode ist in der 
Folgezeit mehrfach benutzt worden. Vgl. Sattow: Klepzigs Textil-Z. 45, 459, 
680 (1942); SCHULZE u. Sommer: Melliand Textilber. 24, 105 (1943). 

[3] Melliand Textilber. 24, 245 (1943); vgl. ZAuN: ebenda 24, 157 (1943). 

[4] Hock, Ramsay u. Harris: Amer. Dyest. Rep. 18, 449 (1941); GEIGER, 
PatTersoNn, Mizevy u. Harris: Text. Manufact. 68, 89 (1942). 

[5] Chemie 55, 335 (1942). Die ersten mikroskopischen Aufnahmen solcher 
mit Papain isolierten Spindelzellen wurden von Utiricu (Klepzigs Textil-Z. 46, 
99 (1943) verOffentlicht. 

[6] Etswortu u. Paitiies: Biochem. J. 35, 135 (1941); MIDDLEBROOK u. 
Puittips: J. Soc. Dyers Col. 57, 137 (1941). 

29* 
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aktivator wahlten, benutzten im iibrigen ihr Verfahren vornehmlich zur Hera 
setzung des Filzvermégens der Wolle. Einzelheiten des Fermentangriffes wurd 
von ihnen nicht studiert. 

SchlieBlich ist darauf hinzuweisen, da die Natur das Problem einer vollstii: 
digen Verdauung der Wolle durch Proteasen bereits in idealer Weise gelést hat 
und zwar im Darmtrakt von Raupen einiger Lepidopteren, besonders der Kleide: 
motte. LiInDERSTROM-LANG und Dusprtva [1] haben diese Verdauung des Kera 
tins durch die Larven der Kleidermotte eingehend verfolgt und die proteolyti 
schen Enzyme des Darmsaftes dieser Raupen untersucht. Der Darmsaft zeigt: 
iiberraschenderweise eine hinsichtlich der Erfahrungen iiber die p,-Abhangi; 
keit der Proteasentatigkeit hohe Alkalitat, und zwar wurde im Darm ein py, voi 
durchschnittlich 9,9 ermittelt, das sich gleichzeitig als etwa optimal fiir das seze1 
nierte Enzym gegeniiber anderen Substraten erwies. Es wurde ferner die wichtigx 
Feststellung gemacht, das der Darmsaft eine reduzierende Substanz enthielt 
deren Anwesenheit fiir die Fermentaktivitat notwendig war. Im wollegefiillte: 
Darm gelang der Nachweis von SH-Gruppen, was fiir den Mechanismus der 
Fermenttatigkeit von besonderer Bedeutung zu sein scheint. LINDERSTRO™M 
LanG und Dusptva ziehen aus eingehenden Versuchen dann den SchluB, daB der 
Larven der hornverdauenden Lepidopteren die Verwertung ihrer Nahrung nicht 
durch besondere Eigenschaften spezifisch auf Keratin eingestellter Enzyme 
sondern durch abweichende Bedingungen der Enzymwirkung, wie das Auf 
treten eines negativen Redoxpotentials im Darmsaft, erméglicht wird. Uber dic 
Natur des wirksamen Enzyms, das eindeutig den Proteinasen zugeordnet wird 
werden keine naiheren Angaben gemacht. Uber die Bedeutung des hohen p,, 
Wertes des Darmsaftes werden ebenfalls keine Vorstellungen entwickelt 


Die Sichtung der bisherigen Ergebnisse iiber den enzymatischen Abbau 
der Keratine ergibt eine Reihe von noch offenen Fragen. Es erschien daher 
wiinschenswert, diese wissenschaftlich und praktisch gleich wichtig: 
Problemstellung auf breiterer Basis zu studieren. Hierbei sollen verschie 
dene Fragen einer Beantwortung zugefiihrt werden. Neben der Gewinnung 
der ungeschadigten histologischen Bauelemente der Faser war es mit das 
Ziel der vorliegenden Arbeit, eine Verdauung des Wollkeratins zu erweisen, 
wobei vor allem die chemischen Verainderungen wiahrend des Abbaus an 
den behandelten Wollen und in den anfallenden Flotten verfolgt werden 

‘muBten. Die Ergebnisse der Untersuchungen von LINDERSTROM-LANG 
und Duspiva lassen, was bisher noch nicht beachtet wurde, den SchluB zu, 
daB das Proteinasesystem im Darmtrakt der Kleidermottenraupe Papainase 
natur besitzt. Diese Uberlegung war entscheidend fiir den Einsatz von 
Papain bei den nachfolgenden Verdauungsversuchen. Als Papainaktivator 
soll zunachst die Blausdure dienen, deren Wirksamkeit beim Papain lange 
bekannt ist und ven der man gleichzeitig weiB, daB sie spezifisch mit 
Disulfidbindungen zu reagieren vermag. 

Beim Papain spielt fiir die Geschwindigkeit des Fermentangriffes die 
Wahl der optimalen Temperatur eine wesentliche Rolle. Es ist bekannt, 
daB dieses Temperaturoptimum gegeniiber Gelatine zwischen 60 und 65 
liegt, was an dem benutzten Papainpraparat auch in eigenen Versuchen 


[1] Z. physiol. Chem. 237, 131 (1935); 241, 177 (1936). 
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estatigt wurde. Da jedoch eine Ubertragung dieser Befunde auf Wolle 
als Substrat nicht ohne weiteres erlaubt war, muBte das Temperatur- 
optimum auch fiir Wolle in einigen Versuchen festgelegt werden. Zu 
diesem Zweck lieB man Papain nach zweistiindiger Blausaureaktivierung 
bel 40° und bei 60° auf Wolle einwirken. Die Wirksamkeit des Ferments 
bei 60° zeigte sich um ein Vielfaches gréBer als die bei 40°. Es aéuBerte sich 
dies nicht nur in der gréBeren Faserschadigung der Wolle, sondern auch 
in einer Zunahme des Stickstoffgehalts in den Flotten. Die Temperatur 
von 60° wurde daher allgemein fiir die nachfolgenden Verdauungsansiatze 
gewahlt. Bekanntlich liegt das py-Optimum fiir die Papainaktivitat gegen- 
liber Gelatine etwa bei pyy = 5. Da jedoch der Papainangriff auf Wolle bei 
diesem py nur verhaltnismaBig langsam vonstatten ging, schien es not- 
wendig, den py;-Einflu8 auch bei der Wolleverdauung eingehender zu stu- 
dieren. Im iibrigen waren hierfiir auch Uberlegungen maBgebend, die von 
der spezifischen Reaktionsfahigkeit des Wollkeratins ihren Ausgang 
nahmen. Neben der Beobachtung des auBeren Bildes der Faserzerstérung 
kam es hierbei vor allem auf die Zunahme des Stickstoffgehalts in den 
Flotten wahrend des Abbaus an. 

Man lief auf nicht vorbehandelte und schonend gewaschene Wollproben 
bei 60° 0,13°,ige blausdure-aktivierte Papainlésungen, und zwar auf 1 g 
Wolle 30 ccm Lésung, einwirken, wobei das py zwischen 5 und 11 variiert 
wurde. Mit der Steigerung des py erfolgte eine zunehmende Schadigung 
der Wollfasern. Man konnte deutlich beobachten, da® die Menge der ab- 
gelésten Spindelzellen wuchs, wahrend gleichzeitig die elastischen Eigen- 
schaften der Wolle abnahmen. So wies zwar das Material aus dem Ansatz 
bei py = 7 zum Teil noch Faserstruktur auf, konnte aber kaum mehr als 


Wolle angesprochen werden. Besonders beim Ubergang von py = 8 zu 
g trat ein plétzlicher Sprung in der Starke der Enzymwirkung ein. 


PH * 
Wahrend bei py; 8 nach 3ostiindiger Verdauung das Substrat neben groBen 
Mengen Fibrillen zum geringen Teil noch Faserstruktur zeigte, war bei 
Py 9 innerhalb von 7 bis 8 Stunden die Wolle bereits restlos in Spindel- 
zellen aufgelést. Bei py 10 schlieBlich erreichte der Angriff auf die Wolle 
seinen Héhepunkt, denn schon nach 6 Stunden war das gesamte Faser- 
material vollkommen in einen Brei von Spindel- und Schuppenzellen ver- 
wandelt. Eine langere Einwirkungszeit hatte dem aéuferen Bild nach keine 
Veranderung an der Masse der isolierten Zellen zur Folge. Steigerte man 
nun das py; bis 11, so war eher eine VerzOgerung des Angriffs festzustellen. 
Es schien also schon auf Grund oberflachlicher Beobachtung bei py = 10 
ein py-Optimum fiir die Papainaktivitat vorzuliegen. 

Die mikroskopische Untersuchung der isolierten Zellmasse ergab ein 
Bild, das mit den Beobachtungen anderer Autoren iibereinstimmt. Neben 
den wenigen rundlichen Schuppenzellen lagen iiberwiegend Spindelzellen 
vor. Die Enden dieser Fibrillen zeigten sich manchmal gabelartig gespalten. 
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Hie und da sah man Aneinanderlagerung von mehreren Spindelzellen oc: 
ganz kurze Faserstiicke, deren Enden durch herausgeléste Fibrillen au 
gesplittert waren. 

Es war notwendig, daB parallel zu den Verdauungsansitzen die Aktiy 
tat der Papainlésungen gegen Gelatine bei verschiedenem py ermitte|: 
wurde. Wie nicht anders zu erwarten war, nahm die Aktivitat mit steige 
dem py stark ab, was ja auch aus der Untersuchung von WILLSTATTER 
und GRASSMANN [1] tiber das pyy-Optimum des Papains hervorgeht. I; 
liegt daher der auffallige Befund vor, daB das Papain bei Anwesenheit 
von Cyanid gegeniiber Wolle etwa bei py = 10 maximal wirksam ist 
Gegeniiber dem py-Optimum mit Gelatine als Substrat bei py = 5 bi 
deutet dies eine betrachtliche Verschiebung nach der alkalischen Seit: 
und zwar in den py-Bereich, den LinperstroM-LANG und Dusptva fii 
den Darmsaft der Kleidermottenraupe fanden. Bemerkenswert ist die hoh: 
Alkalibestandigkeit des Papains, auf die bereits ScHOBERL und Max 
FiscHEeR [2] hinwiesen. 


Die Ausbildung eines Optimums bei py; 10 mit Wolle als Substrat kommt 
wahrscheinlich durch Uberlagerung zweier Effekte zustande. Die Ursach: 


hierfiir mag man in der Eigenart des Blausdure-Papain-Wollesystem: 
sehen. Die Blausdure aktiviert namlich nicht nur durch — wie vor allen 
von BERSIN [3] vertreten wird — reduktive Spaltung der Disulfidbindungen 
des Enzyms, sondern reagiert mit der Wolle in der Weise, daB auch hic: 
die Disulfidbindungen aufgebrochen werden, was die an sich so resistent 
Faser angreifbar macht. Auf der einen Seite haben wir also, wie im folgen 
den noch gezeigt wird, mit zunehmendem py auch eine zunehmende Ri 

aktionsfahigkeit der Wolle mit Blausaéure, andererseits aber nimmt mit 
steigendem py; die Enzymaktivitat ab. Wahrend bei py 10 der erster: 
Effekt den letzteren iibertrifft, macht sich bei py 11 bereits die starke In 
aktivierung des Papains bemerkbar. 

Die Verdauung von Anteilen der Wollfaser war schon daran zu er 
kennen, da die py-Werte der nicht abgepufferten Flotten wahrend de: 
Papaineinwirkung absanken. Die puffernde Wirkung der kaliumcyanid 
haltigen Lésungen, deren py; durch Zugabe von Essigsaure eingestelll 
wurde, reichte zur Abpufferung von saueren Gruppen in den Eiweili 
abbauprodukten nicht aus. 

Von besonderer Wichtigkeit war ein direkter Nachweis dafiir, daB bei 
der enzymatischen Zerlegung der Wolle Eiweif in Lésung geht. Dieser 
Nachweis lie8 sich durch Uberpriifen des Stickstoffgehalts der Flotten e1 
bringen. Wahrend bei py 7 ein Stickstoffgehalt der Flotten zwischen 2 

] Z. physiol. Chem. 138, 184 (1924). 


{1 
[2] Diese Z. 302, 310 (1939). 
[3] Ergebn. Enzymforsch. 4, 68 (1935). 
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und 30 mg festgestellt wurde, stieg er dann bei py 10 rasch auf fast 70 mg 
an, um dann wieder bei py; 11 langsam abzunehmen. Bei dem optimalen 
Dy == 10 gingen fast 50%, des Wollestickstoffs in Lésung. 

Es war daher auch mit einer entsprechenden Verringerung der ein 
vesetzten Wollegewichte zu rechnen. Der Anderung der Stickstoffwerte 
in den Flotten entsprach bei py 9 ein Gewichtsverlust der Wolle von 30%, 
bei py 10 von 40% und bei py 11 wieder von rund 30%. Bei einem so be 
trachtlichen Gewichtsverlust der Wolle 1aBt sich die Vorstellung, daB 
lediglich eine ,,Kittsubstanz‘‘ verdaut wird, kaum aufrechterhalten. Fiir 
eine beginnende Verdauung der Spindelzellen spricht auch die Tatsache, 
daB die zuriickbleibende Fibrillenmasse der Ansatze bei py; 10 ein geringe- 
res Gewicht aufwies als der Riickstand der Ansatze bei py 9, obwohl dieser 
ebenfalls bereits ausschlieBlich aus isolierten Zellen bestand. Ob und wie 
rasch sich diese Zellen durch Zugabe frischer Enzymlésung noch weiter 
verdauen lassen, werden neue Versuche entscheiden miissen. 

In Anbetracht des hohen Stickstoffgehalts der Flotten war es auffallend, 
daB sich in den EiweiSabbauprodukten nur wenige SH- bzw. S-S-Gruppen 
nachweisen lieBen. Dieser Befund 1aBt sich jetzt noch nicht einwandfrei 
deuten. Infolge der Kaliumcyanideinwirkung wire ein héherer Gehalt an 
SH-Gruppen zu erwarten gewesen, und es wird noch zu untersuchen sein, 
ob diese funktionellen Gruppen nicht durch eine sekundire Reaktion aus 
den Flotten verschwinden. 

Die Benutzung von Kaliumcyanid machte eine Untersuchung des 
Cystingehalts des enzymatisch gewonnenen Fasermaterials notwendig. 
Man durfte erwarten, daB hieraus Aussagen iiber den direkten Angriff des 
Cyanids auf die Wollsubstanz ableitbar waren. Die Bestimmungen zeigten 
mit steigendem py eine betrachtliche Abnahme des Cystingehalts. Im Ver- 
lauf der Papaineinwirkung fiel der Cystingehalt, der in der Ausgangswolle 
im Mittel 11,74°% betrug, bei py 9,9 auf rund 6,3°,, was einer Abnahme 
von rund 46%, entspricht. Es erscheint nicht tiberraschend, daB nach der 
alkalischen Seite hin eine weitere Abnahme des Cystingehalts gefunden 
wurde, obwohl hier (etwa bei py 11) in den Flotten bereits eindeutig eine 
Verringerung des Stickstoffgehalts einsetzte. Dies besagt, daB in diesem 
Py-Bereich weniger eine Wirkung des Papains, als vielmehr eine Um 
setzung des Wollecystins mit Cyanid vorliegt. In diesem Zusammenhang 
darf an die Untersuchung von MIcHAELIs und GopDARpD [1] erinnert wer 
den, in der gezeigt wird, daB man Wolle durch Behandlung mit Kalium- 
cyanid vollstandig zu Keratosen abbauen und in Lésung bringen kann, 

Es war daher wichtig, den EinfluB des Cyanids auf Wolle in Abwesen- 
heit des Enzyms zu untersuchen. Zuniachst galt es festzustellen, ob die ver 
dauende Wirkung nicht etwa zu einem grofen Teil dem KCN zuzuschrei- 


[1] J. biol. Chem. 106, 605 (1934). 
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ben war. Andererseits muBte entschieden werden, ob die starke Cyst 


abnahme durch die spezifische Reaktionsfahigkeit des Kaliumcyanids 1 
den S-S-Bindungen der Wolle verursacht wurde. Die Versuchsbedingung, 
solcher Ansitze waren die gleichen wie bei dem enzymatischen Angrit 
Dabei stellte sich heraus, daB® die Wolle nach 3ostiindiger Behandlung mi: 
Cyanid bei py 10 und 11 zwar betrichtlich geschadigt, jedoch in keine: 
Weise aufgelést wurde. Fibrillen waren in den Flotten nicht nachzuweise: 
Der Stickstoffgehalt der Flotten betrug bei py 10 etwa 14°, also wenige: 
als ein Drittel des Stickstoffgehalts der Enzymflotten. Damit ist erwiesen 
da der Abbau der Wolle durch blausiure-aktiviertes Papain in der Haupt 
sache auf die Wirkung des Enzyms und nicht auf die des Aktivators zuriic| 
zufiihren ist. 

Auffallend ist dabei die starke Abnahme des Cystingehalts der |x 
handelten Wollen. Sie war etwas gréBer als die Cystinabnahme in den 
enzymatisch gewonnenen Wollmaterial. Dieser Cystinverlust wuchs seh: 
rasch mit steigendem py, lie} sich aber vom pyy10 ab nicht mehr wesent- 
lich steigern. 

Bei der Kaliumcyanidbehandlung der Wolle erfolgte iiberdies eine by 
trachtliche Abnahme des Gesamtschwefelgehalts. Der Schwefelverlust bx 
trug etwa 30%. Die Nitroprussidnatriumreaktion der Cyanidflotten fie! 
vollkommen negativ aus. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB die Cystinabnahme in den Wo! 
len bzw. Fibrillen bei den Verdauungsansatzen in erster Linie auf di 
Reaktion des Cyanids mit dem Wollkeratin zuriickzufiihren ist. 

Bereits 1912 ist die Umsetzung von Kaliumcyanid mit Cystin voi 
MAUTHNER [1] untersucht worden. Die Reaktion, bei der durch Dis 
proportionierung der S-S-Gruppen Cystein und eine Rhodanaminosaur 
entstehen, ist im Sinne folgender Gleichung zu formulieren [2]: 


COOH COOH COOH COOH 


CH—NH, CH—NH, + HCN = CH—NH, + CH—NH, 

CH. 3—5--CH, CH,-SH  CH,—SCN 
In aihnlicher Weise wird man sich die Reaktion von Cyanid mit den S-S 
Bindungen des Wollkeratins vorzustellen haben. Das weitere Schicksal 
der so entstehenden SH- und SCN-Gruppen mu durch neue Versuch: 
verfolgt werden. In diesem Zusammenhang fehlen auch Kenntnisse iibe: 
gewisse Eigenschaften von Rhodanaminosiuren, einer bisher wenig b: 
arbeiteten Substanzklasse. 


[1] Z. physiol. Chem. 78, 32 (1912). 
[2] ScuHOBERL u. Lupwie, Ber. 70, 1431 (1937). 
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In Anbetracht der bekannten Schadigung der Wolle durch Alkalien [1] 
war schlieBlich noch zu entscheiden, ob die an sich geringe Alkalikonzen 
tration der Cyanidlésungen allein schon das Wollekeratin verandert. Zu 
diesem Zwecke wurde ein Ansatz mit verdiinnter Kalilauge vom py 10 
unter Bedingungen, die den Verdauungsversuchen entsprachen, durch 
gefiihrt. Nach 30 Stunden war kaum eine wahrnehmbare Schadigung, ge 
schwefge denn ein Abbau der Wolle festzustellen. Der Cystingehalt der 
alkalisch behandelten Wolle hatte gegeniiber dem der unbehandelten Wolle 
kaum abgenommen. Das alkalische Medium allein ist demnach bei der 
enzymatischen Verdauung ohne wesentlichen EinfluB auf die Abbau- 
vorgange. 

Die in dieser ersten Mitteilung vorgelegten Untersuchungen werden 
bereits seit einiger Zeit nach verschiedenen Richtungen erweitert. So wer 
den beispielsweise andere Papainaktivatoren, wie Natriumbisulfit oder 
Thioglykolsdure, studiert. Die Gewinnung von Wollefibrillen in prapara- 
tivem AusmaB erstreckte sich auch auf die Verarbeitung von fabrikmabig 
gewaschener und verarbeiteter Wolle von verschiedenem Sortiment. Kamm 


ziige lieBen sich glatt zu einem Brei von Spindelzellen macerieren. Der 


Papainangriff wurde schlieBlich auch auf gefarbte Kammziige und auf 
Wollfasern, in die erhebliche Mengen von Cadmium oder Kupfer ein- 
gelagert waren, ausgedehnt. Der Einflu8 der Vorbehandlung der Wolle, 
so etwa durch Sodalésung, wird ebenfalls bearbeitet. Uber diese Versuche 
wird spater berichtet werden. 

Fiir die Uberlassung geeigneter Wollmuster sind wir den Firmen Leipziger 
Wollkdmmerei in Leipzig, Schachenmayr, Mann u. Cie. in Salach (Wirttbg. 
und der Wollwdscheret und Kdadmmerei in Dohren bei Hannover zu groBem 
Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung. 


Mit Hilfe von blausadure-aktiviertem Papain gelang es, unbehandelte 
Wolle bei py 10 innerhalb von 6 Stunden vdllig in ihre Bausteine, Spindel- 
zellen und Schuppenzellen, aufzulésen. Es wurde nachgewiesen, da8 hier- 
bei die Blausaure mit dem Cystin des Wollekeratins reagiert, wodurch ver- 
mutlich die Wolle besonders leicht von dem aktivierten Enzym angegriffen 
wird. Bei py; 10 gehen etwa 50°, des Wollestickstoffs in Lésung, wobei 
die Wolle entsprechend an Gewicht verliert. py; 10 stellt ein ausgesproche- 
nes Optimum der Verdauungswirkung von Papain gegeniiber Schafwoile 
dar. Dieses Optimum ergab sich auch aus dem Stickstoffgehalt der Enzym- 
flotten. Es konnte ferner gezeigt werden, da der Abbau der Wolle aus- 
schlieBlich auf die Wirkung des aktivierten Papains und nicht auf den 
Einflu8 von Cyanid allein oder auf alkalische Schadigung zuriickzufiihren ist. 


[1] ScHOBERL u. RamBACHER, diese Z. 306, 269 (1940). 
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Beschreibung der Versuche. 


I. Die photometrische Bestimmung von Cystin und Cystein mittels der 
Fabreaktionen nach Folin, nach Sullivan und mit Nitroprussidnatrium, 


Im Hinblick auf die zu erwartenden gréBeren Versuchsreihen wurde di: 
Anwendbarkeit des lichtelektrischen Kolorimeters nach Dr. B. Lanc: 
(Neues Universalmodell II) fiir die friiher in unserem Arbeitskreis mitte|s 
des PuLrricuschen Stufenphotometers ausgearbeiteten Bestimmung: 
methoden von Cystin und Cystein iiberpriift. Zur Festlegung der Eich 
kurven dienten jeweils mindestens zwei Ansatze. Die Ablesung wurde aut 
der Extinktionsskala des Instruments vorgenommen. 


1. Die photometrische Bestimmung von Cystin und Cystein mit Phosphor 
wolframsdure (Folin-Methode). 


a) Die Bestimmungen wurden unter Benutzung von m/1000 und m/100 L 
sungen von Cystin in verdiinnter Schwefelsaure genau nach den Angaben vo: 
ScHOBERL und RAMBACHER [1] durchgefihrt [2]. Zur Messung fiillte man dic 
blauen Lésungen in Kiivetten von 10 mm Schichtdicke (Inhalt = 10 ccm 
Gearbeitet wurde stets mit einem Warmeschutzfilter, dagegen wurden hier kein 
Farbfilter angewendet. 

Die gefundenen Extinktionskoeffizienten (£,) sind der Eichkurve aut 
Abb. 1 zu entnehmen. Man sieht, daB bis zu einer Konzentration von 9 , 
2,5* 10~* mol. das Beersche Gesetz erfiillt ist. Es ist anzuraten, etwa 0,5 
bis 1,0 mg in 25 ccm zu vermessen [3]. Zur Kontrolle vermaB man ein 


F¢ 
Cystinlésung bestimmter Konzentration sowohl mittels des PULFRICcH B 
schen Stufenphotometers als auch-mittels des lichtelektrischen Kolorit by 
meters. Gefunden wurden aus den beiden Eichkurven 619 und 618 y bzw ki 
628 und 630 y Cystin. B 


b) Bekanntlich karin die Vermessung von Cystein bei Anwesenheit von 
Sulfit ebenfalls mit Phosphorwolframsaure durchgefiihrt werden. Fiir di 
Messungen wurden stets frisch hergestellte 0,oo1 mol. Cysteinchlorhydrat 
lésungen benutzt. Beziiglich der Zusammensetzung der Farbansatze und 
der Vermessung gilt das unter a) Gésagte. Die gefundenen F,,-Werte sind 
ebenfalls der Abb. 1 zu entnehmen. Man sieht, da die Eichkurve fiir Cystein 
mit der fiir Cystin praktisch zusammenfiallt, wie es die Theorie erfordert. 


[1] Diese Z. 295, 377 (1938). 

[2] Um Stérungen durch Konzentrationseinfliisse bei der Reaktion zwische 
Substrat und Phosphorwolframsaure auszuschlieBen, wurde diesmal in alle: 
Fallen nach dem Zusatz der Phosphorwolframsaure auf 15 ccm mit dest. Wasse1 
aufgefillt. Die blauen Farblésungen waren verhialtnismabig bestandig. Erst nac!} 
etwa 24 Stunden war Verblassung zu beobachten. 

[3] Es erscheint méglich, daB bei hdheren Cystinkonzentrationen (etwa 1,5 m 
Cystin pro 25 ccm und mehr) die Sulfitkonzentration zur Aufspaltung der S-S A 
Bindungen nicht ganz ausreichend ist. 
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c) Die Bestimmung von Cystein mittels Phosphorwolframsiure bei Ab 
vesenheit von Sulfit wurde ebenfalls durchgefiihrt. Hierbei muBte, beson 


lers nach Zugabe des Acetatpuffers (py = 5,2), der Luftsauerstoff aus 
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Abb. 1. Eichkurve fiir die Bestimmung von Cystin und Cystein mit Phosphorwolframsaure (nach 
Folin) bei Anwesenheit von Sulfit. 

geschlossen werden; was durch Fiillen der MeBkdlbchen mit CO, erfolgte. 

Bei der Zugabe der Phosphorwolframsaurelésung ist ebenfalls rasches Ar 

beiten unerlaBlich. Abb. 2 enthalt die durch acht Ansiitze ermittelte Eich 

1o-* mol. das 


kurve. Auch hier ist bis zu einer Konzentration von 2,0° 


BeErsche Gesetz erfiillt. Die hier gemessenen F,,-Werte sollten nach der 
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Abb. 2. Eichkurve fiir die Bestimmung von Cystein mit Phosphorwolframsaure (nach Folin) bei Ab- 


wesenheit von Sulfit. 
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Theorie die Halfte der E, von den Ansitzen mit Sulfit betragen. Die ety 
zu niedrig gefundenen £, diirften auf eine geringfiigige Oxydation de, 
sehr autoxydablen Cysteins zuriickzufiihren sein. Fiir praktische Zweck, 


ist bei der Cysteinbestimmung stets die Bestimmung mit Sulfit anzurate: 


2. Die photometrische Bestimmung von Cystin und Cystein mit 
1,2-naphthochinon-4-sulfosaurem Natrium (Sullivan-M.). 

MaBgebend fiir die Beschaftigung mit dieser vor allem in Amerika vi: 
benutzten Bestimmungsmethode war zuniichst die strenge Spezifitat de: 
Farbreaktion auf die Aminosiuren Cystein und Cystin. Ferner wurde fii 
spatere Versuche angestrebt, wichtige Cystinwerte nach zwei verschied 
nen Methoden erhalten zu kénnen. Fiir die Farbansitze wurden die An 
gaben von LuGG und Rossow [1], die sich eingehend mit der SULLIVAy 
Methode befaBten, iibernommen [2]. Bei dieser Bestimmung l48t man 
das Cystin zunachst mit Kaliumcyanid reagieren und setzt dann in Gegen 
wart von Natriumsulfit in stark natronalkalischer Lésung mit einer Lésung 
von naphthochinonsulfosaurem Natrium um, wobei eine orangerote bis 
dunkelrote Farbe entsteht. Da das Reagens mit allen Aminosauren Fiir 
bungen bildet, muB Natriumhyposulfit zugesetzt werden, das die durch 
die iibrigen Aminosiauren gebildeten Farbstoffe zerstért, dagegen die vor 
Cystin verursachte Farbung nicht beeinfluBt. Der feinere Reaktionsmecha 
nismus ist ungeklart. KCN ist zur Sprengung der S-S-Bindungen not 
wendig. 

a) Die Bestimmung von Cystin nach Suctivan. Auf Grund einer ein 
gehenden Priifung der fiir die Cystinbestimmung erforderlichen Ver 
suchsbedingungen (vgl. weiter unten!) erwies sich folgendes Verfahren, 
das genau einzuhalten ist, als zweckmiabig: 

mccm Cystinlésung (das Cystin war in 0,2 n Schwefelsdure gelést) versetzt: 
man zur Neutralisation mit 2 ccm 0,2 n NaOH, mit (5 *- 2 n) ccm dest. Was 
ser und 2 ccm einer 10%igen KCN-Lésung [3]. Diese Ansatze bleiben nach 
Umschiitteln 10 Minuten im Thermostaten bei 20° stehen, Nach dieser Zeit 
wurden 5 ccm einer frisch bereiteten 0,5%igen wasserigen Lésung von naphtho- 
chinonsulfosaurem Natrium zugegeben. Nach genau 20 Sekunden fiigte mar 
dann § ccm einer 10%igen Natriumsulfitlésung (in 0,5 n NaOH) zu. Diese Lésung 
reagierte 30 Minuten lang im Thermostaten bei 20°. Zuletzt wurde 1 ccm eine: 
frisch bereiteten, etwa 2%igen Lésung von Natriumhyposulfit (in 0,5 n NaOH 
zugesetzt, sofort auf 25 ccm aufgefiillt, kurz umgeschiittelt, genau 3 Minuten 
gewartet (Stoppuhr!) und sogleich bei einer Schichtdicke von 20 mm photo 
metriert. Zur Ermittlung des Blindwertes fiillte man 5 ccm des Chinonreagen- 
mit Wasser auf 25 ccm auf. 

[1] Biochem. J. 27, 668 1022 (1933). 

[2] Weitere Literaturangaben kénnen den Mitteilungen von Luce u. Rossow 
entnommen werden. 

[3] Es ist zweckmaBig, die KCN-Einwirkung auf die S-S-Bindungen in neu- 
traler oder alkalischer Lésung vorzunehmen, 
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\uf Grund der Farbwerte von acht verschiedenen Cystinkonzentratio- 
nen [1] wurde die Eichkurve der Abb. 3 gezeichnet. Als Ordinate wurde 
diesmal die Extinktion fiir s = 20 mm aufgetragen. Wie man sieht, kann 
man mit dieser Methode bis etwa 1 mg Cystin je 25 ccm hinreichend 
cut vermessen. Bei héheren 
Konzentrationen _ergaben 
sich gréBere Abweichungen. 

In Serienversuchen, aut 
deren Beschreibung der Kiir- 
ze halber verzichtet wird, | 




















iiberzeugte man sich, dah “ 

fiir die Einwirkung von 

Kaliumcyanid eine Zeit von 

io Minuten und fiir die 
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Zeit von 30 Minuten aus- 

reichend ist. Eine mégliche oo 
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starken Anderung der Farb- Abb. 3. Eichkurve fir die Bestimmung von Cystin 
: i Se mit 1,2-naphthochinon-4-sulfonsaurem Natrium 
intensitat desChinonreagens, (nach Sulliven). 


wenn dieses in alkalischer 
Lésung einige Zeit steht. Man beobachtete beispielsweise nach 30 Minuten 
bereits eine starke Erhéhung der Farbintensitat [2]. Dabei war eine 
Vertiefung der Farbe von Rot nach Braun festzustellen. 

b) Die Methode nach SULLIVAN miuBte sich auch zur Bestimmung von 
Cystein eignen. Bei der Ubertragung der unter a) angegebenen Vorschrift 
ergaben sich aber stark streuende Extinktionen. Die Ursache fiir die St6 


rungen wurde nicht untersucht. 


3. Die photometrische Bestimmung von Cystin und Cystein 
mit Nitroprussidnatrium. 


a) Zur Vermessung von Cystin diente die von ScHOBERL und Lupwie [3 
ausgearbeitete Methode. 

Die zu vermessenden Lésungen von Cystin (0,240 bis 1,441 mg Cystin) ver- 
setzte man mit 10 ccm Glykokollpuffer vom p,, 10,4 und mit 1 ccm einer normalen 
KCN-Lésung im gleichen Puffer. Diese Mischung blieb 60 Minuten bei 20° im 


[1] Die Cystinkonzentration in den Ansatzen lag zwischen 4 - 10-5 und 1,8- 10-4 
mol. 

[2] Diese Ansatze wurden ohne Verwendung von Substrat, sonst aber nach der 
oben angegebenen Vorschrift durchgefiihrt. 

[3] Ber. 70, 1431 (1937). 
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Thermostaten stehen. Hierauf wurden 2 ccm einer 0,2 mol. Nitroprussidnatr 
ldsung zugesetzt, auf 25 ccm aufgefillt und sofort photometriert [1]. Verm« 
wurde mit einer Schichtdicke von 10 mm und Griinfilter [2]. 


Abb. 4 enthalt die ermittelte Eichkurve. Auch hier ist zu empfeh| 
nicht mehr als 1,5 mg Cystin in 25 ccm zu vermessen. Gegeniiber (le) 
Sullivanmethode ist die Bestimmung mit Nitroprussidnatrium eint 
durchfiihrbar und gibt bei Einhaltung stets gleicher Versuchsbedingun; 
gut reproduzierbare Werte. 
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Abb. 4. Eichkurve fiir die Bestimmung von Cystin mit Nitroprussidnatrium 
bei Anwesenheit von KCN. 


b) Bei der Bestimmung von Cystein mittels Nitroprussidnatrium nach de: 
fiir Cystin ausgearbeiteten Vorschrift ergaben sich Schwierigkeite: 
Aquimolekulare Lésungen von Cystin und Cystein sollen die gleiche Far!) 
intensitat liefern. Dies war jedoch nur bis zu einer Konzentration voi 
8+ 107-5 mol. der Fall. Ohne Kaliumcyanid war beim Cystein die rote Far!) 
nicht bestandig. 

Zur quantitativen Bestimmung von Cystein wird daher die Farbreaktio 
mit Nitroprussidnatrium nur beschrankt und unter bestimmten Bedingu! 
gen brauchbar sein. 


II. Das benutzte Papainpraparat. 


Fiir die spater zu beschreibenden Verdauungsversuche an Schafwol|: 
stand ein aktives Papainpraparat Nr. 3047 der Firma Witte (Rostock) zu 


Verfiigung. Die Enzymlésungen wurden durch Auflésen im Wasser b: 


[1] Die roten Lésungen verblassen sehr rasch, so da auch hier schnellste- 
Arbeiten notwendig ist. Die Extinktion sank z. B. nach 4 Minuten schon um 10°, 

{2] Auch durch Verdiinnung nimmt die Farbintensitat sehr rasch ab, so da‘ 
ein anderer Verdiinnungsgrad als oben angegeben zu vermeiden ist. 
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reitet, wobei etwa 15%, der Einwaage ungeldst blieb [1]. Der genaue 
Enzymgehalt dieser Lésungen wurde in allen Fallen durch Trockenge 
wichtsbestimmungen ermittelt [2]. 

a) Zur Ermittlung des Stickstoffgehalts veraschte man 5 ccm der Enzym 
lésung in tiblicher Weise und bestimmte den NH,-Gehalt nach KJELDAHL. 
Da der N-Gehalt Schwankungen unterworfen war (gefunden wurde z. B. 
9,81, 9,25 und 10,65°%, N bezogen auf Trockengewicht), wurde er fiir jede 
in einem Versuch eingesetzte Enzymlésung frisch bestimmt. 

b) Zur Bestimmung voz Cystin wurden gemessene Mengen von Enzymlésung 
etwa 70 bis 75 ccm) auf dem Wasserbad zur Trockne eingedampft und mit 
10 bis 20 ccm 20%iger Salzsdure durchhydrolysiert. Die tiefbraunen Hydro- 
lysate dampfte man auf dem Wasserbad zur Trockne ein, nahm mit Wasser auf 
und fiillte in einem 25-ccm-MefSkolben zur Marke auf. Zuletzt wurde von den 
Huminsubstanzen abfiltriert. Vermessen wurden 5 ccm des Hydrolysats, ent- 
sprechend 25,9 (28,7) mg Trockensubstanz. Ek. (/o/in-Methode) = 0,550 (0,560 

0,978 (0,996) mg = 3,78 (3,47)% Cystin. 


Die Hydrolyse in Gegenwart von Titantrichlorid nach SuLLIVAN und 


Hess [3], die nur blaB gelb gefarbte und schwach getriibte Hydrolysate 
lieferte, ergab einen héheren Cystingehalt. 

500 mg Papain wurden mit 5 bis 7 ccm 20%iger Salzsaure und 1 ccm einer 10- 
bis 15%igen TiCl,-Lésung 2 Stunden bei 125° hydrolysiert [4]. Das rotliche 
Hydrolysat spiilte man mit etwa 10 ccm Wasser in ein Becherglas und fallte mit 
20%iger NaOH bis zum pu = 6 (Tiipfeln!). Das ausgefallte TiO,-Hydrat wurde 
abgenutscht und mit Wasser gewaschen. Das Filtrat fiillte man auf 50 ccm mit 
Wasser auf. Gefunden wurden in 2,5 ccm Hydrolysat (entsprechend 24,98 mg 
Papain) 1,370 mg Cystin = 5,49%. 

c) Die Aktivitdtsbestimmungen an den Papainlésungen wurden nach 
Blausdureaktivierung mit Gelatine als Substrat in der iiblichen Weise 
durchgefiihrt [5]. 


Zur Herstellung von 25 ccm Enzymlésung dienten etwa 135 mg Papain. Die 
Ansatze zur Aktivitatsbestimmung enthielten: 5 ccm Citratpuffer (py = 4,9), 
2 ccm Blausaurelésung [6], Enzymlésung mit 20 mg Trockensubstanz, dest. 


Wasser zur Auffiillung auf 15 ccm [7] und 10 ccm einer 6,66% igen Gelatinelésung. 


{1] Herstellung einer Papainlésung: Etwa 230 mg Papain wurden in einer 
Reibschale einige Zeit mit dest. Wasser bei 40° verrieben. Dann filtrierte man 
ab und fiillte auf 100 ccm auf. 

[2] Ausfiihrung der Trockengewichtsbestimmung: 1 ccm Fermentlésung lief 
man in einem gewogenen Kristallisierschalchen tiber Nacht im evakuierten 
Exsikkator eindunsten. 

[3] J. biol. chem. 117, 423 (1937). 

[4] Diese kurze Zeit soll nach dieser Methode fiir die Hydrolyse geniigen. 

[5] Vgl. WILLSTATTER u. GRASSMANN: Z. physiol. Chem. 138, 184 (1924); 
SCHOBERL u. MAX Fiscuer, diese Z. 302, 310 (1939). 

[6] Hergestellt aus einer 6%igen KCN-Lésung durch Neutralisation mit n HC! 
gegen Methylrot. 

[7] Aktivierung durch zweistiindiges Stehen im Brutschrank bei 40°. 
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Der Verlauf der Hydrolyse wurde durch Bestimmung des Aminostickstoffs nac} 
VAN SLYKE in je 5 ccm des Ansatzes bei einer Reaktionsdauer von 60 Minute: 
ermittelt. Aus der Zunahme des Aminostickstoffes errechnete man den sogenan: 
ten Spaltungsindex als ein Maf fiir die Aktivitat des eingesetzten Papains 
Der Spaltungsindex lag um 26,2 (entsprechend 1,42 mg NH,-N). 


Die Temperaturabhangigkeit der Papainaktivierung. 

WILLSTATTER und GRASSMANN [2] gaben als Temperaturoptimum 6; 
bis 70° an. Eine Zusammenstellung der Temperaturoptima von Papain 
praparaten gegeniiber verschiedenen Substraten findet sich in OPPENHEIMER 
,,.Fermente und ihre Wirkung“ [3]. Im Durchschnitt liegt hier das Opti 
mum bei 60 bis 70°. Visco [4] gibt an, daB das Optimum fiir Papain 
gegeniiber Gelatine bei 70° liegt. Selbst bei Temperaturen um go° wird 
die Papainaktivitaét nicht vollkommen zerstért. Da die Temperaturoptim: 
von der Herkunft des Papainpraparats abhingen, erschien es notwendig, 
die Verhaltnisse an dem vorliegenden WitrE-Praparat kurz zu iiberpriifen. 
Es wurden daher Aktivitatsbestimmungen in der oben beschriebenen Weis: 
bei Blausdureaktivierung bei 40, 50, 60 und 70° vorgenommen und di 
Zunahme des Aminostickstoffs nach 60 und 120 Minuten gemessen [5]. 


Tabelle 1. Zemperaturabhangigkeit der Papainaktivitat nach einer 
Reaktionsdauer von 60 Minuten [8}. 








Temperatur NH,-N 4 Wirkungssteigerung 
oc Spaltungsindex ” 
Cc mg ° 
40 2,61 26,2 oO 
50 3,50 40,2 53 
60 4,05 49,5 89 
70 3,70 46,3 77 


Tabelle 2. Zemperaturabhdngigkeit der Papainaktivitat bei einer Reaktionsdauc 
von 120 Minuten [6]. 








NH,-N 3 Wi i 2 

ba cing 2 Spaltungsindex es 
Cc mg Yo 
40 3,03 32,8 Oo 
50 3,95 47:3 44 
60 4,56 58,5 79 
70 4,10 54,5 66 


[1] Beziiglich der Errechnung des Spaltungsindex s. SCHOBERL u. FiscHEen 
diese Z. 302, 310 (1939). 

[2] Vgl. WILLSTATTER u. GrassMANN, Z. physiol. Chem. 138, 184 (1924). 

[3] Suppl. II, 892 (1939). 

[4] J. Arch. di Sci. Biol. 9, 41 (1926). 

[5] Die Blausaureaktivierung erfolgte in allen Ansatzen durch Inkubation bei 40 

[6] Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus je drei Ansaétzen Die Wir- 
kungssteigerung wurde auf den 40°-Ansatz als Nullwert bezogen. 
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Die Tabellen 1 und 2 enthalten die gefundenen und errechneten Werte. 
Die Wirkungssteigerung in Prozenten erlaubt ohne weiteres eine Uber- 
sicht tiber den starken EinfluB der Temperaturerhéhung. 

Wie man sieht, erfolgt bei 70° erst eine schwache, aber deutliche Hitze- 
inaktivierung des Ferments [1]. 


Ill. Die Einwirkung von Papain auf Schafwolle. 


Die zu allen folgenden Versuchen benutzte Wolle 12 C war ein von der 
Firma Leipziger Wollkammerei zur Verfiigung gestelltes Muster (Sorti- 
ment C, Seitenwolle) [2]. 


Zur Cystinbestimmung hydrolysierte man 352,1 (355,1) mg Wolle (Trocken- 
gewicht) mit 15 ccm 20% iger Salzsdure in tiblicher Weise. In 50 ccm Hydrolysat 
fand man 42,00 (41,14) mg Cystin 11,92 (11,57)% Cystin. 

Gesamt-S-Gehalt = 3,45%. 

Zur Stickstoff bestimmung wurde 1 ccm der obigen Hydrolysate (fiir die Cystin- 
estimmungen) verascht, auf 25 ccm aufgefiillt und § ccm fiir die Ks ELDAdL-Be- 
stimmung entnommen (Mittelwerte aus drei Bestimmungen). Die Hydrolysate 
enthielten: 57,80 bzw. 58,00 mg N 16,42 bzw. 16,32% N. 


Die Wolle enthielt demnach im Mittel 11,74°;, Cystin und 16,37°% Stick- 
stoff. 

a) Die Temperaturabhdngigheit der Papaineinwirkung auf Schafwolle. 

Herstellung der Flotten: In 30 ccm Flotte waren 40 mg Papain, 120 mg 
KCN, 10ccm Dinatriumcitratpuffer (py = 4,9) enthalten. Die Lésung blieb 
2 Stunden bei 40° im Brutschrank stehen. 15 ccm von thr (enthaltend 20 mg 
Papain und 60 mg KCN) dienten zur Aktivitatsbestimmung gegentiber 10 ccm 
Gelatinelésung in der iiblichen Weise. Der Spaltungsindex nach 60 Minuten 
betrug 23,0. 

Durchfiihrung der Ansitze: Je 30 ccm der Flotte gab man zu 1 g lufttrockener 
Wolle, welche sich in einem 100-ccm-ERLENMEYER mit Schliffstopfen befand. 
Zwei Ansatze (Nr. 1 und 2) kamen in einen Brutschrank von 40°, zwei 
weitere (Nr. 3 und 4) in einen Thermostaten von 60°. Es wurde 6fters kraftig 
durchgeschiittelt. Nach 54 Stunden brach man die Versuche ab. Wahrend bei 
den 60°-Ansiatzen ein deutlicher Angriff vorlag (Ablésung kleiner Faserteile und 
einzelner Fibrillen), war der Angriff bei den 40°-Ansatzen nur gering. Die Wolle 
wurde durch trockene Filter von den Flotten abfiltriert. Das Volumen der Flotten 
betrug etwa 25 ccm. Die Flotten der 40°-Ansatze waren farblos und triibe, die der 
60°-Ansatze ziemlich klar und schwach gelblich gefarbt. 

5ccm der Flotten wurden mit 2ccm 2n Schwefelsaure erhitzt, bis kein 
Geruch nach Blausaure mehr auftrat, dann verascht und auf 25 ccm auf- 


[1] Infolge der Abhangigkeit der Papainaktivitat von der Gelatinesorte, ver- 
suchte man, mit Casein als Substrat zu arbeiten, wobei eine 6%ige Lésung von 
HAMMARSTEN-Casein vom p,, etwa = 6 benutzt wurde. Da jedoch in den Ver- 
dauungsansatzen nach Zugabe des Citratpuffers und auch ohne Puffer Ausflok- 
kung von Casein eintrat, wurde diese Methode verlassen. 

[2] Die Reinigung war von Herrn Dipl.-Chem. NAUBEREIT nach SCHOBERL u, 
RAMBACHER (Klepzigs Textil-Z. 42, 369, 1939) vorgenommen worden. 
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gefillt. Je 5 ccm der Lésungen dienten fiir die KsJeLtpAnt-Bestimmun 
Man fand [1]: 

Wie sich herausstellte, muBte bei KJELDAHL-Bestimmungen an Flot 
die KCN enthielten, eine besondere Arbeitstechnik eingehalten werd: 
Man erhielt sonst infolge der Anwesenheit von Cyan-N zu hohe Wert 
Dies trat etwa ein, wenn die Flotten mit der Veraschungsschwefelsiur 
direkt versetzt wurden. So fand man z. B. bei Veraschung einer Loésun¢ 


Tabelle 3. 





wT | Temperatur N-Gehalt der Flotten|*} 
Ansatz-Nr. C in % des Wolle-N 





40 0,114 
40 0,131 


60 ,14 
60 30 


von 20 mg KCN in 5 ccm Wasser mit 5 ccm Selenschwefelsdure 2,1 
(2,19) mg N. Diese Fehlerquelle lieB sich durch vorheriges Erhitzen « 
zu veraschenden Lésungen mit 2 n Schwefelsiure umgehen [1]. So erga! 
die Veraschung einer Lésung von 20 mg KCN und 6,66 mg Papain i 
5 ccm, die vorher mit 2 n Schwefelsiure erhitzt wurden, 0,95 mg N, vo 
denen nur noch 0,40 mg auf den Cyanidstickstoff entfielen. 


b) Die py-Abhangigkeit der Papaineinwirkung auf Schafwolle. Blausiur 


aktiviertes Papain lie8 man bei verschiedenen p,;-Werten auf Schafwol| 
einwirken. Jeder Ansatz wurde doppelt durchgefiihrt. 

Herstellung der Flotten: Fiir jeden p,-Wert wurden jeweils 90 ccm Flott: 
bereitet, die 120 mg Papain (durch Trockengewichtsbestimmung ermittelt), 360 1 
Kaliumcyanid und soviel 0,5 n Essigsaure enthielten, als zur Einstellung 


Tabelle 4. 





Ansatz-Nr. Spaltungsindex | Ansatz-Nr. Spaltungsindex 





23,0(s. 0.) 11/12 
21,9 13/14 
17,5 15/16 


16,4 





[1] Die starke Erhéhung des N-Gehalts der Flotten ist sicherlich nur zu ein 
geringen Teil auf die Abspaltung von Saureamidstickstoff zuriickzufiihren, 
man dies beispielsweise bei der Einwirkung von heifem Wasser auf Wolle t« 
stellen kann. 

[2] Der Stickstoffgehalt der Flotten vor der Verdauung wurde gesondert « 
mittelt und abgezogen. 

[3] Es ist anzunehmen, dafs bei der Zugabe von konz. Schwefelsaure zu ci 
cyanidhaltigen Flotten eine Verseifung der Blausdure zu Ameisensdure u 
Ammoniak erfolgt. 
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gewtinschten p,-Wertes nétig war [1]. Zur Aktivierung des Papains blieben die 
Flotten 2 Stunden im Brutschrank bei 40° stehen. Unmittelbar anschlieBend 
fiihrte man mit 15 ccm jeder Flotte eine Aktivitatsbestimmung durch [2]. Tabelle 4 
enthalt die gefundenen Aktivitaten. 


Aus den Zahlen geht hervor, daB die Verminderung der Aktivitat bis 
py etwa = 7 noch verhaltnismafBig gering ist. Dann erfolgt aber eine starke 
Schadigung des Enzyms. 

Ansatze zur Verdauung von Schafwolle. In einem 100-ccm-ERLENMEYER mit 
Schliffstopfen mit 1,00 g Schafwolle von bekanntem Feuchtigkeitsgehalt kamen 
30 ccm der oben hergestellten Flotte (enthaltend 40 mg Papain und 120 mg KCN). 
Nach griindlicher Benetzung der Wolle kamen die Kélbchen in einen Thermo- 
staten von 60°. Hier wurden sie von Zeit zu Zeit kraftig durchgeschiittelt und da- 
fiir gesorgt, daB die Wolle stets von Flotte bedeckt blieb. Nach 30 Stunden wurden 
die Versuche abgebrochen. 

Die Enzymlésung filtrierte man nunmehr durch trockene Filter von den Wollen 
ab, lieB die Wollpraparate langere Zeit unter Wasser stehen, filtrierte sie dann ab , 
wusch griindlich mit dest. Wasser und trocknete sie an der Luft. 

Der Angriff auf die Wolle bei den verschiedenen py;-Werten zeigte fol 
gendes Bild: 

Py = 6,15. Nach 4 Stunden nur geringer Angriff, nach 8 Stunden Flotten 
durch abgeléste Fibrillen stark getriibt, nach 30 Stunden geschadigte Wolle. 
Das Wollpraparat besaB nur noch geringe Elastizitat. Die schwach gelblichen 
Flotten waren klar. 

Py = 7,00. Nach 3 Stunden nur geringer Angriff, nach 6 Stunden starkere 
\uflésungserscheinungen, Flotte stark getriibt. Nach 30 Stunden starker Zerfall 
der Fasern. Flotte durch Fibrillen milchig getriibt. Fasern waren zum Teil noch 
erhalten. Neben den Fasern fiel bereits eine ziemliche Menge Fibrillen an, die 
sich beim Abfiltrieren papierahnliche Schichten bildend an das Filterpapier an- 
schmiegte. Die gelblichen Flotten waren klar. : 

Py = 7,75. Nach 3 Stunden merklicher Angriff, nach 6 Stunden beginnende 
Auflésung in Fibrillen (starker als bei py, = 7,00), nach 30 Stunden Ablésung 
groBer Mengen von Fibrillen. Die Flotten waren gelblich und klar. Wollmaterial 
bestand neben noch erhaltenen Faserresten aus pappeartig zusammengepreBten 
Fibrillen 

Py = 9,00. Nach 3 Stunden betrachtlicher Angriff, Flotten triibe. Nach 6 Stun- 
den Wolle zum gr6oBten Teil in Fibrillen aufgelést. Faserstruktur nur noch wenig 
sichtbar. Nach 24 Stunden Faserstruktur vdllig zerstért, Fibrillen setzen sich als 
Niederschlag am Boden ab. Nach 30 Stunden war das Aussehen der Ansiatze 
wenig verandert, die Flotte aber noch starker getriibt. Der Fibrillenbre1 wurde 
durch einen Porzellanfiltertiegel abgesaugt. Die stark gelbbraun gefarbten Flotten 
waren triibe. 


[1] Aus praktischen Griinden wurde zunachst von der Verwendung eines 
Puffers abgesehen. Es bleibt dies spateren Versuchen vorbehalten. Samtliche 
Py-Werte sind mittels Glaselektrode unter Verwendung des Ultraionographen 
der Firma Lautenschlager-Miinchen gemessen. 

[2] Zweimal 30 ccm der Flotten dienten fiir die nachfolgenden Verdauungs 
versuche, wahrend § ccm fiir die Stickstoffbestimmung nach KJELDAHL zuriick 
behalten wurden. 

23* 
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Py = 9,90. Nach 24stiindiger Einwirkung ahnliche Beobachtungen wie 
Versuch py 9,00. Der Fermentangriff erfolgte jedoch noch rascher. Sch 
nach 6 Stunden war die Faserstruktur vollig zerstért. Nach 30 Stunden Fibrille 
brei. Die Flotte war noch starker getriibt und gefarbt als bei py, = 9,00. Di 
Fibrillenbrei stellte nach dem Absaugen und Trocknen ein pappeartiges Materia! 
dar ‘ 

Py = 11,30. Nach 24 Stunden war das Bild des Angriffs dem des vorhergehe 
den Versuchs ahnlich, die Einwirkung ging jedoch etwas langsamer als dort voi 
statten. Nach 30 Stunden war wiederum Fibrillenbrei vorhanden. Die Flott: 
zeigten sich triibe, aber weniger stark gefarbt als bei py, = 9,90. 

Mit den eiskalten Flotten wurde die Reaktion mit Nitroprussidnatriun 
auf Cystin in ammoniakalischer Lésung durchgefiihrt. Die Farbintensiti 
nahm mit zunehmendem py zunichst zu, jedoch lieB die Farbtiefe nur aut 
geringe Menge von SH-Verbindungen schlieBen. Von py = 9,00 ab ware: 
iiberhaupt keine Farbungen mehr zu beobachten. 

Mikroskopische Priifung der tsolierten Spindelzellen. Spindelzellen au 
den Ansiatzen bei py 9 bis 11,3 schiittelte man mit wenig Wasser an, gal 
einen Tropfen davon auf einen Objekttrager und lie8 eindunsten. Bei de: 
mikroskopischen Betrachtung zeigten die Fibrillen verschiedene Dicken 
und Langen [1]. Gut festzustellen war die in der Literatur 6fters erwahnt: 
Gabelung der Fibrillenenden. Zwischen den Spindelzellen lagen vereinzelt 
kleine, Faserstruktur aufweisende Stiicke, an deren Enden biirstenartig 
Fibrillen herausstanden. Auch kleinere Fibrillenpakete (,,Makrofibrillen‘ 
im Sinne von EL6p und Zann [2]) waren festzustellen. Vereinzelt fanden 

sich zwischen den Spindelzellen die rundlichen Schuppenzellen. Die stark: 


Triibung einiger Flotten war ebenfalls auf die Anwesenheit von Fibrillen 


zuriickzufiihren. 

Da keine Puffer benutzt wurden, war wahrend der Verdauung mit einer 
Anderung des py-Wertes zu rechnen. Die py-Werte der Flotten wurden aus 
diesem Grunde vor und nach dem Versuch ermittelt. Sie betrugen (Tabelle 5) 

Untersuchung der Woll 
Tabelle 5. prdparate (Spindelzellen und 
Faserbruchstiicke) in den 





Py Werte 
Nach dem Versuch y i 
Zu Anfang des Versuches Verdauungsansatzen : 





Die Wollpraiparate wurden 
stets unter den gleichen Be 
dingungen an der Luft ge 
trocknet. Man _hydrolysierté 
jeweils das gesamte Material 
mit 30 bis 50 ccm 20%ige! 
Salzsdure. Die Hydrolysate wurden auf dem Wasserbad zur Trockne eingeengt 
und auf 50 bzw. 100 ccm aufgefiillt. Nach Abfiltrieren von der gebildeten 


73:75 6,00 
9,00 7:90 
9,90 9,25 
11,30 9,30 


{1] Es scheint zulassig, die beobachteten Dimensionsunterschiede auf ein: 
teilweise Verdauung der Spindelzellen zuriickzufiihren. Die Prapariertechnik 
JaBt aber einen solchen SchluB nicht sicher zu. 

[2] Kolloid-Z. 100, 283 (1942). 





a 


| der 


cken 


hnt 
nzelt 
irtig 
len“ 
iden 
ark¢ 
illen 


ein 
nik 


oval 


Uber die Einwirkung von Papain auf Schafwolle 351 


Huminsubstanz pipettierte man je 1 ccm fiir die Cystinbesttmmung mit Phos- 
phorwolframsaure ab. 

Tabelle 6 enthalt die gefundenen Cystinwerte (berechnet auf luft 
trockene Einwaagen). 


Tabelle 6. 











Pu des Einwaage Cystin Cystin ®,, des Einwaage | Cystin Cystin 
Verdauungs- Verdauungs- 

ansatzes g mg % ansatzes 4 mg 6 
6,15 0,8126 84,07 10,35 9,90 0,5578 36,03 6,45 
7,00 0,7393 82,86 11,20 9,90 0,5530 34,83 6,28 
7,75 0,7198 74,40 10,33 11,30 0,5707 30,72 5,38 
9.75 0,6965 69,60 10,00 11,30 0,6227 | 36,03 5.79 
9,00 0,5108 42,63 8,33 


5 ccm der fiir die Cystinbestimmung oben angefallenen Hydrolysate 
aus den Versuchen bei py = 9,00 und 9,90 wurden zu Stickstoffbestim 
mungen nach KJELDAHL benutzt. Im Mittel aus zwei Bestimmungen er 
gaben sich aus den zwei Wollproben 14,43 und 14,30°% Stickstoff. 

Bestimmung des durch die Verdauung entstandenen Gewichtsverlustes an 
den Wollpraparaten: 

Das nach den Versuchen zuriickbleibende Material wurde bei 105° im Trocken- 
schrank mehrere Stunden getrocknet und gewogen. Die folgende Tabelle 7 ent- 


halt den gefundenen Substanzverlust in mg und in % der eingesetzten Woll- 
menge (Trockengewicht). 


Tabelle 7. 








: Substanz- Substanz- : Substanz- Substanz- 
Py Einwaage verlust verlust Py Einwaage verlust verlust 
g g % g £ “o 
9,00 0,8815 0,2731 31,0 9,90 | 0,8815 0, 3432 38,9 
9,00 0,8815 0,2640 30,0 11,30  0,8865 0,2570 29,0 
9,90 0,8815 0,3532 40,1 11,30  0,8865 0,2687 30.3 





Untersuchungen an den Flotten. 


Zur Bestimmung des Gesamtstickstoffgehalts pipettierte man von den Flotten, 
die nach Zusatz von 2 Tropfen Toluol im Kiihlschrank aufbewahrt worden waren, 
je 2 bis § ccm ab, kochte mit 2 ccm 2n Schwefelsaure bis zum Verschwinden des 
Geruchs der Blausdéure und veraschte in der iiblichen Weise. Mit dem fiinften 
Teil der eingesetzten Substratmenge wurden dann die Stickstoffbestimmungen 
durchgefiihrt (jeweils mindestens zwei Ansitze). Fiir die Berechnung des aus 
der Wolle in Lésung gegangenen Stickstoffs mu8 man von dem so ermittelten 
Gesamt-N den Stickstoffgehalt der Flotten zu Beginn der Verdauung abziehen. 
Letatere Werte wurden fiir jeden Ansatz mit 5 ccm der betreffenden Flotte ermittelt. 
Die in Tabelle 8 angegebenen Zahlen beziehen sich stets auf das Trockengewicht 
der Wolle. Die Ausgangswolle besaB den N-Gehalt von 16,37%. 
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Der Cystingehalt der Flotten konnte nur ungenau ermittelt werden, « 
nach Zugabe der Phosphorwolframsaéure meistens mehr oder wenig 
starke Triibungen auftraten. 

10 ccm der Flotten nach der Verdauung dampfte man auf dem Wasserbad z 
Trockne ein, hydrolysierte mit 20 ccm 20%iger Salzsdure durch, dampfte d 


Tabelle 8. Bestimmung des dur® Papainbehandlung von Wolle in Lésu 
gegangenen Stickstoffs. 





N-Gehalt | N-Gehalt Zuwachs an N 
Wolle- der Flotten der Flotten in den Flotten 
Nr p Einwaage vor | nach 
er H | Verdauung | Verdauung in % des 
g | Wolle-N 


Ansatz- Anfangs- 





6,15 0,8860 : : 7,07 12,20 
6,15 0,8860 : 7 13,62 
00 0,8750 : : 5s 17,70 
oo 0,8750 
7 0,8830 
es 0,8830 


9 ‘ 
10 
11 9,00 0,8815 

12 9,00 0,8815 

13 9,90 0,8815 sis 

14 9,90 0,8815 5,€ 66,93 
15 11,30 0,8865 60, 37 54,31 
16 11,30 0,8865 >, 62,47 56,41 


7 
7 
7 
7 


Hydrolysate zur Trockne ein und fiillte mit Wasser auf 25 ccm auf. Die Cystin- 
bestimmungen erfolgten mit je 5 ccm dieser Hydrolysate, die vorher auf 2 ccn 
eingeengt wurden. In Tabelle 9 sind die gefundenen Cystinwerte verzeichnet 


Tabelle 9. 





Cystin Aussehen Cystin Aussehen 
mg der Farbansatze ; mg der Farbansatze 





5 40 | ziemlich kla: 
4,77 % : 5,8 
7,2 triibe 
6,84 


4,95 ziemlich klar 5,4 
5 
3 





IV. Die Einwirkung von Kaliumcyanid auf Schafwolle. 


Je 1 g Wolle mit bekanntem Feuchtigkeitsgehalt wurde im 100 ccm-ERLEN 
MEYER mit 30 ccm einer Lésung iibergossen, welche 120 mg Kaliumcyanid ent 
hielt und mit 0,5n Essigséure bzw. n NaOH auf das gewiinschte p,, eingestellt 
war. Die Kélbchen lief man unter 6fterem kraftigem Umschiitteln im Thermo 
staten bei 60° stehen. 

Das Bild des Angriffs auf die Wolle war vollig anders als bei der Papain 
einwirkung. Wohl war die Wolle vor allem bei héherem py hier als stark 
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veschadigt anzusprechen, sie zeigte jedoch noch vollkommen erhalten 
Faserstruktur und eine gewisse Elastizitaét. Vor allem aber wurden kein: 
Fibrillen beobachtet. 

Die Flotten waren farblos und wurden mit zunehmendem py durch ab 
geléste Faserbruchstiicke immer triiber. 

Die Anderung des py-Wertes wahrend der Einwirkung von KCN geht 
ius Tabelle 10 hervor. 


Tabelle Io 





Ansatz-Nr. Py, vor dem Versuch Py, nach dem Versuch 





7,25 6,80 
10,00 9,50 
9,95 9,95 
11,40 10,50 


Die cyanidbehandelten Wollen wurden wie die papainbehandelten durch 
hydrolysiert. Die Hydrolysate dienten zur Bestimmung von Cystin und Ge 
samtstickstoff. 


Von den Hydrolysatem (100 ccm) wurden je 1 ccm fiir die Cystinbestim 


mung entnommen. Tabelle 11 enthalt die gefundenen Cystinwerte (Mittel 
werte aus zwei Bestimmungen). 


Tabelle 11. 





Einwaage Cystin 
Ansatz-Nr. . " 
= 


°o 





0,9263 9,26 
0,8381 (as 4,80 
0,4070 4,28 
0,4192 4,29 
0,908 3 36, 3,90 


Zur N-Bestimmung nach KJELDAHL wurden 5 ccm der Hydrolysate 
verascht, auf 25 ccm aufgefiillt und 2 ccm analysiert. Die Mittelwerte aus 


je zwei Bestimmungen sind in Tabelle 12 verzeichnet (bezogen auf den 
(sesamtansatz). 


Tabelle 12. 





Einwaage 
- 


Ansatz-Nr. 





0,9263 
0,8381 
0,908 3 
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In cyanidbehandelten Wollen der Ansitze 3 und 4 (py = 9,95) wurde: 
Gesamtschwefelbestimmungen durch Verbrennung im Quarzrohr du: 
gefiihrt. Man fand (Tabelle 13): 


Tabelle 13. 





Einwaage S 
g mg 


Ansatz-Nr. 





C, 0,28061 6,917 
Cy 0,2895 7,265 


Um den Stickstoffgehalt der Flotten nach der KCN-Behandlung zu ¢; 
mitteln, wurden je 5 ccm verascht und der fiinfte Teil fiir eine KJELDAnI 
Bestimmung entnommen (Doppelbestimmung). Gefunden wurden fo! 
gende Stickstoffmengen: 


Tabelle 14. 





Nin % des Wolle- 
stickstoffs 


° 


g ) 


Ansatz-Nr. Anfangs-p,, Raanrenge 





ye 0,8865 
oO, 0,8815 21,21 14,70 
1,40 0,8865 20,77 14,30 


1 
1 


Die Reaktion der Flotten mit Nitroprussidnatrium in ammoniakalische 
Lésung fiel bei samtlichen Ansatzen vollig negativ aus [1]. 


V. Die Einwirkung von Kaliumhydroxyd auf Wolle bei py = 10. 


Man lieB 2 g Wolle mit 60 ccm einer Lésung von Kaliumhydroxyd in dest 
Wasser vom p,, = 10,30 30 Stunden unter 6fterem Umschiitteln in einem Thermo- 
staten von 60° stehen. Nach 6 Stunden war das p, auf 6,70 abgesunken E; 
wurde daher die alte Flotte vollkommen abgegossen und durch 60 ccm frische1 
Kalilauge vom p,, = 10,30 ersetzt. Dies wurde im Verlauf der folgenden 24 Stu: 
den zweimal wiederholt. 

Eine sichtbare Schadigung der Wolle war nicht festzustellen. Zur Cystin 
bestimmung an der behandelten Wolle hydrolysierte man 442,6 mg. Vor 
dem Hydrolysat (50 ccm) diente 1 ccm fiir die Farbreaktion. Gefunden 
wurden im Gesamthydrolysat 45,93 mg = 10,37°% Cystin. 


[1] Hierbei ist allerdings zu beachten, daB Luftsauerstoff nicht ausgeschlossen 
wurde. Auch auf eine mégliche H,S-Entwicklung wurde nicht gepriift. 
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2. Mitteilung*. 
Von 


ALFONS SCHOBERL und REINER HAMM. 


Mit 5 Textabbildungen. 


( Eingegangen aus Wirzburg am 22. Dezember 1944.) 
ZU €! 
DAHI Wahrend die 1. Mitteilung iiber die Einwirkung von Papain auf Schaf 
n tol wolle im wesentlichen die eingehende Untersuchung der verdauenden Wir 
kung des Ferments in Abhangigkeit vom py der Flotten bei Abwesenheit 
von Puffern zum Gegenstand hatte, wurde nunmehr die Beantwortung 
folgender Fragen angestrebt. 

1. Welches Bild zeigt die Einwirkung von Papain auf Schafwolle in Ab 
hangigkeit vom py der Flotten bei Anwesenheit von Puffern ? 

2. LaBt sich durch Erhéhung der Papainkonzentration eine wesentliche 
Steigerung des Angriffes erreichen ? 

3. Kann man durch mehrfache Erneuerung der Flotten den Anteil der in 
Lésung gegangenen Wolle in nennenswertem Umfang steigern ? 

4. Wie sieht im einzelnen der zeitliche Verlauf der Papaineinwirkung 
auf Schafwolle aus ? 

Die experimentellen Methoden, die zu der Lésung dieser Fragen heran 
gezogen wurden, sind, von geringfiigigen Verbesserungen abgesehen, die 
gleichen, wie sie in der 1. Mitteilung eingehend beschrieben wurden. 

1. Um die Papaineinwirkung bei Anwesenheit von Puffern zu unter- 
suchen, lieS man auf nicht vorbehandelte und schonend gewaschene Woll 
proben bei 60° 0,13°%ige blausdure-aktivierte Papainlésungen 30 Std. 
lang in Gegenwart stickstofffreier Puffer einwirken, und zwar auf 1 g Wolle 
30 ccm Lésung, wobei das py; zwischen 6 und 11 variiert wurde. Das Bild 
des Angriffes ist ganz ahnlich, wie es fiir die Versuche bei Abwesenheit von 
Puffern beschrieben wurde. Wahrend dort jedoch bei py 10 die Wolle am 
raschesten (nach 6 Std.) zu Fibrillen abgebaut wurde, war dies hier schon 
bei py = 9 der Fall. Bei py = 10 war bereits eine deutliche Verringerung 
des Angriffes festzustellen. 

Ein ganz entsprechendes Ergebnis erbrachte die Untersuchung der 
Flotten und der zuriickbleibenden Wollpraparate. Wahrend bei py 7 ein 
Stickstoffgehalt der Flotten um 40 mg vorlag, stieg er dann bei py 9 rasch 


* 1. Mitteilung: Diese Z. 318, 320 (1948). Vgl. Dissertation R. Hamm, Mar- 
burg 1946. 
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auf fast 70 mg an, um bei py1o eben so rasch wieder abzunehmen. |; 
dem optimalen py 9 gingen fast 45°, des Wollestickstoffs in Lésun; 
Dieser Anderung der Stickstoffwerte in den Flotten entsprach, wie nic! 
anders zu erwarten, die Verringerung der eingesetzten Wollgewichte, di: 
bel pyy7 27%, bei py 9 40% und bei py 10 rund 30%, betrug. Es liegt als: 
bel py 9 ein ausgesprochenes Optimum der Verdauungswirkung vor, was 
auch die Kurven der Abb. 1 zum Ausdruck bringen. 
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Abb. 1. Pyy-Abhangigkeit des in Lésung gegangenen Wolleanteils 
und des N-Gehaltes der Flotten. 


Gegeniiber der Papainbehandlung in Abwesenheit von Puffern tritt also 
bei Verwendung von Puffern eine Verschiebung des Optimums von 
Py 10 nach py 9 ein, ohne daB die Héhe dieses Optimums und der Verlaut 
der Verdauung im einzelnen eine nennenswerte Anderung erfahrt. Das ist 
nicht weiter iiberraschend, wenn man beriicksichtigt, daB sich bei Ab 
wesenheit von Puffern die pyy-Werte der Flotten wahrend des Versuchs 
um etwa 1 verringern. 

Der Grund fiir die Ausbildung eines so ausgepragten Optimums wurd« 
bereits in der 1. Mitteilung erértert. 

Wie bei den Versuchen bei Abwesenheit von Puffern zeigte sich auch 
hier wieder eine starke Abnahme des Cystingehaltes der behandelten 
Wollen. Die Abhangigkeit dieser Werte vom py der Flotten ist in Abb. 2 
dargestellt. Uberraschend ist der jahe Abfall der Kurve zwischen py 8 
und py 9, also in einem Gebiet, wo eine optimale Verdauungswirkung des 
-apains beobachtet wird. Man kann daraus folgenden SchluB ziehen. Bei 
dem py-Wert, bei dem sich an dem Cystin der Wollen vorlaufig noch nicht 
hinreichend geklarte [1], vom py der Flotten abhangige Umsetzungen zu 
voliziehen beginnen, ist die Schafwolle dem Angriff des Papains am zu 


{1} Untersuchungen in dieser Richtung sind z. Z. im Gange. 
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vinglichsten. Sobald jedoch diese Reaktion im wesentlichen beendet ist, 
nimmt auch die Angreifbarkeit durch das Enzym sehr rasch ab. Auf dit 
Ursachen der Cystinabnahme wurde in der 1. Mitteilung hingewiesen. 
2. Weiterhin wurde der EinflubB 
der Papainkonzentration auf die | 


Verdauungswirkung — gegeniiber ¢ Ga’ | 4 








dem Wollkeratin unter optimalen 
Bedingungen untersucht. Man lie 
30ccem Flotte, enthaltend 20-120 mg 
blausaureaktiviertes Papain, 30 Std. 
in Gegenwart von Boratpuffer bei 








Py 9 und 60° auf 1 g Wolle ein 
wirken. Der Grad des Angriffes 
wurde wieder durch Bestimmung 
des Stickstoffgehaltes der Flotten 
und der Substanzverringerung der 
eingesetzten Wollegewichte ermit y 
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telt. Letztere betrug bei 20 mg 


Papain / 30 cem Flotte rund 37°, “ 9 10 17 
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und lieB sich bis auf etwa 52°, bei 

eu , see = x Abb. 2. Py;-Abhangigkeit des Cystingehaltes 
einer Konzentration von 120 mg der Wollen. 

30ccm Flotte steigern, wihrend der 

\-Gehalt der Flotten von 38°, auf 60°,, des Wollestickstoffs stieg (s. Abb. 3). 
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Wenn auch so immerhin die Wirkung um rund 85°%% zu erhdéhen ist, so ist 
dies doch im Hinblick auf die starke Erhdhung der Papainkonzentration 
um 500%, nur eine recht bescheidene Steigerung des Effektes. 

Diese Tatsache laBt sich durch die Annahme deuten, daB nur die Papain 
konzentration wirksam ist, die 
von der Oberflache der Faser 
adsorbiert werden kann. Setzt 
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man weiteres Enzym zu, so 

findet es bereits die Faser- 

oberflache besetzt und kann 

somit nicht mehr auf die Wol- 

le einwirken. Zu Ahnlichen 

Schliissen kamen bereits PutL- 

Lips und Mitarbeiter [2]. ieee 
3. Bemerkenswert ist es, dab r ~ a ay 

die starken Verdauungseffekte mg Papain/30ccm Flotte 

in allen unseren Versuchen pbb. 3. Zunahme des N-Gehaltes in den Flotten und des 
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[2] MipDLEBROOK u. PuILips: J. Soc. Dyers Col. 57, 137 (1941). 
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Flotte erzielt wurden, wahrend man bisher einen nennenswerten Anegrifi 
von Enzymen auf Schafwolle nur durch mehrfache Erneuerung der Flot 
ten erreichen konnte. Es war daher zu erwarten, daB unter den bish 
eingehaltenen optimalen Bedingungen bei 6fterer Erneuerung der Flotte; 
eine weitere starke Steigerung des Angriffes eintritt. 

Man lief darum 40 mg blausdureaktiviertes Papain bei 60° in Geg 
wart von Boratpuffer vom py 9 auf 1 g Wolle einwirken. Die Flotte (30 ccm 
wurde in Abstanden von etwa 30 Std. noch zweimal durch eine frisch 
Flotte gleicher Zusammensetzung ersetzt und der Grad des Angriffs wied 
durch Bestimmung des Stickstoffgehaltes der Flotten und des Substanz 
verlustes des eingesetzten Wollmaterials festgestellt. 

Nach der ersten Erneuerung der alten Flotte durch frische Enzymlésung 
zeigt sich im Laufe der Zeit eine merkliche Abnahme der Fibrillenmasse. 
Eine zweite Erneuerung hingegen rief keine sichtbare Veranderung a 
dem Zellenmaterial hervor. Diesem Verhalten entsprach auch der V-Gehalt 
der Flotten. Bei der ersten Flotte betrug er 55°%,, bei der zweiten 20°, und 
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Abb. 4. Zeitliche Zunahme des in Lésung gegangenen Wollmaterialsond des N-Gehaltes 
der Flotten. 


bei der dritten nur noch 10% des Wollestickstoffs ; insgesamt also gingen au! 
diese Weise etwa 90% des gesamten Wollestickstoffs in Lésung, was eine) 
Gewichtsabnahme von rund 80% des eingesetzten Wollegewichts entsprach 
Das zuriickbleibende Material mit einem Cystingehalt von nur 5,7° 
wird vom Enzym kaum noch angegriffen. Das ist vermutlich auf die che 
mische Verianderung an den S-S-Bindungen des Cystins zuriickzufiihren. 
4. SchlieBlich war es von Interesse, den zeitlichen Verlauf der Papain 
einwirkung auf Schafwolle zu untersuchen. Man lieB eine 0,13°ige Lo 
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sung von blausdureaktiviertem Papain in Gegenwart von Boratpuffer vom 
py 9 bei 60° auf Schafwolle emwirken, und zwar 30 ccm Flotte auf 1 g 
Wolle. In bestimmten Zeitintervallen wurden die Ansitze unterbrochen. 

Aus den Werten der Stickstoffbestimmungen in den Flotten und der 
Gewichtsverluste des eingesetzten Wollmaterials, die den Kurven der 
Abb. 4. zugrunde liegen, geht hervor, da®B in den ersten 10 Std. die 
stirkste Wirkung des Fermentangriffes vorliegt. Dann laBt die Wirkung 
immer mehr nach, bis nach etwa 36 Std. kein nennenswerter Angriff mehr 
erfolgt. Der Grenzwert betragt fiir den V-Gehalt der Flotten rund 50°, 
des Wollestickstoffs und fiir den in Lésung gegangenen Wolleanteil etwa 
45° der eingesetzten Wollemenge. 

DaB mit fortschreitender Dauer der Behandlung die Fibrillenmasse in 
immer geringerem MaBe von der Enzymflotte angegriffen wird, um schlieB- 
lich (nach 36 Std.) kaum eine merkliche Veranderung zu erfahren, wird 
wohl vor allem zwei Griinde zur Ursache haben. Einmal schreitet mit der 
Zeit die Inaktivierung des Papains 
immer mehr fort. Zum anderen aber 
wandelt das Zyanid das Wollema- 
terial allmahlich in eine vom Enzym 


s 


nur schwer angreifbare Form um[1]. 
Interessant ist die zeitliche Ande- 
rung des Cystingehaltes und des 


& 


Gesamtschwefelgehaltes der Flot- 
ten, die in Abb. 5 dargestellt ist. 
Auch diese beiden Kurven steigen 
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in den ersten 10 bis 20 Std. stark 
an, um dann immer flacher zu wer- 
den. Wahrend aber der Gesamt- 
schwefelgehalt einem Grenzwert von 
rund 45°, des S-Gehaltes von unbe- 
handelter Wolle zustrebt, also ganz 
den in Lésung gegangenen Anteil 





A | 
fo % des Wolle-Cystins 
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der eingesetzten Wollmenge (rund 
45%) entspricht, liegt der Grenz- | 
0 %2 ay 36 8 


wert des Cystingehaltes der Flotten 
‘ Py M a . Abb. 5. Zeitliche Zunahme des Cystingehaltes 
bei nur 12° des eingesetzten Wolle- und des Schwefelgehaltes in den Flotten. 











'cystins. Daraus geht hervor, dai 


das Cystin wihrend der Einwirkung des blausaureaktivierten Ferments 
in eine andere Verbindung umgewandelt wird. Es wird zu untersuchen 
sein, ob diese Reaktion bereits schon an der Wolle selbst, oder erst an den 

[1] Vgl. auch die Beobachtungen an den Versuchen bei mehrfacher Erneuerung 
der Flotte [3] und bei der Untersuchung iiber den EinfluB der Papainkonzentra- 


tion [2]! 
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in Lésung gegangenen Abbauprodukten erfolgt und welcher Art d 
Reaktion ist. In den Flotten muB jedenfalls neben dem Disulfidschw: 
noch in anderer Form gebundener Schwefel vorhanden sein. 


In diesem Zusammenhang ist auch die Anderung des Schwefelgeha 


der Wollpraparate von Interesse. Er fallt von 3,45°,, auf 2,70%. Wie au 
der 1. Mitteilung hervorgeht, ist diese langsame Abnahme in erster Lini 
auf die Wirkung des Cyanids auf die Wolle zuriickzufiihren. 

Die Schwefelbilanz der vorliegenden Versuchsreihe zeigt, daB der (;, 
samtschwefelgehalt nach der Verdauung, der sich zusammensetzt aus de) 
S-Gehalt des zuriickbleibenden Materials und dem S-Gehalt der Flotte: 
etwas geringer ist, als der Gesamt-S-Gehalt der eingesetzten Wolle. Nac| 
sostiindiger Papaineinwirkung wurden rund 20%, des eingesetzten (i 
samtschwefels nicht durch die Schwefelbestimmungen erfaBt. Der Ve 
bleib dieser Schwefelmenge ist noch zu ermitteln. Es besteht die Méglich 
keit, daB bei der Behandlung mit konz. HCI, die vor der Schwefelbestin 
mung nach BeNepict-DeEnIs an den Flotten zur Hydrolyse der in Lésung 
gegangenen Proteine durchgefiihrt wurde, leicht fliichtige Schwefelverbin 
dungen in Freiheit gesetzt und somit der nachfolgenden Bestimmung ent 
zogen wurden. 

Der Cystingehalt des behandelten Wollmaterials nimmt mit zunehmend: 
Dauer der Enzymeinwirkung langsam ab. Er sinkt von 11,7 auf 7,8' 
also um rund 33% des urspriinglichen Cystingehaltes. Diese Erscheinun; 
ist, wie aus der 1. Mitteilung hervorgeht, auf die Reaktionsfahigkeit des 
Kaliumcyanids mit den S-S-Bindungen des Cystins zuriickzufiihren. Auc! 
der oben erwahnte geringe Cystingehalt der Flotten diirfte in dieser Weis 
zu deuten sein. Eine Ergainzung der Schwefelbilanz der Wollen durc! 
Behandlung mit konz. Jodwasserstoffsaure steht noch aus. 

Der Gegenstand weiterer Untersuchungen wird es sein, festzustellen, 0 
die Reaktion, welche die Abnahme des Cystingehaltes bewirkt, mit ci 
Reaktion, die das Absinken des Schwefelgehaltes der Wolle hervorrutt 
identisch ist. 

Zusammenfassung. 

1. Behandelt man Schafwolle bei 60° mit blausdureaktiviertem Papa 
in Gegenwart von Puffern und bei verschiedenen py-Werten, so ist ly 
Py 9 ein ausgesprochenes Optimum der Fermenteinwirkung festzustelle: 
40°, des eingesetzten Wollegewichtes gehen dabei in Lésung. 

2. Durch Steigerung der Papainkonzentration bis zu 120 mg / 30 ccn 
Flotte lassen sich 52°, des eingesetzten Wollegewichts in Lésung bringen 
An Hand der vorliegenden Ergebnisse wurde der SchluB gezogen, da! 
nur an der Faseroberfliche adsorbiertes Papain wirksam ist. 

3. Bei mehrfacher Erneuerung der Flotte werden unter optimalen |: 
dingungen 80°, des eingesetzten Wollegewichts verdaut. Die zurii 
bleibende Fibrillenmasse ist durch Enzym nur noch schwer angreifbar. 
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4. Die Kinetik der Papaineinwirkung auf Schafwolle zeigt in den ersten 
10 Std. einen starken Verdauungseffekt, der aber immer mehr abklingt, 
um nach 36 Std. im wesentlichen sein Ende erreicht zu haben. Auf die 
enge Beziehung zwischen Schwefel- und Cystinabnahme in den Woll 
praparaten wurde hingewiesen. Es wurde ferner gezeigt, daB in den Flotten 
im Gegensatz zu dem Schwefelgehalt der Cystingehalt auffallend gering 
ist, das Cystin also a4hnlich wie das Cystin des zuriickbleibenden Woll 
materials durch das Cyanid in eine andere Verbindung umgewandelt wird. 

An Hand der Cystinwerte der unter 1., 3. und 4. angefiihrten Versuchs 
reihen wurde der SchluB gezogen, daB die Wolle bei beginne:.ler Reaktion 
des Cyanids mit den S-S-Bindungen des Wollecystins am leichtesten vom 
Papain angegriffen wird. Hat jedoch diese Reaktion ihr Ende erreicht, so 
ist die Wolle bzw. die zuriickbleibende Fibrillenmasse nur noch schwer 


durch das Enzym anzugreifen. 


Beschreibung der Versuche. 


Die eingehende Beschreibung der Methodik und der benutzten Prapa 


rate ist aus der 1. Mitteilung zu ersehen. 
I. Die Einwirkung von Papain auf Schafwolle in Gegenwart von Puffern. 
Untersuchung der p,,-Abhangigkeit. 


Blausaureaktiviertes Papain lie® man bei verschiedenen p,yy-Werten in 
Gegenwart von Puffern auf Schafwolle einwirken. Jeder Ansatz wurde 


doppelt durchgefiihrt. Fiir die pyy-Werte 9-11 wurde o,1n Boratpuffer nach 


SOERENSEN angewendet. Fiir pyy-Werte unter g reichte die Kapazitat dieser 
Puffer nicht aus. Bei den Ansatzen von py 5 bis py 8 wurde daher die 
Flotte zunachst mit 0,5 n Essigsiure etwa auf den gewiinschten py,-Wert 
eingestellt und dann m/5-Phosphatpuffer [1] zugesetzt. 

Herstellung der Flotten: 30 ccm Flotte enthielten 120 mg KCN, 40 mg Papain 
durch Trockengewichtsbestimmung ermittelt), 10 ccm Puffer und bei den An- 
satzen von p,, 6 bis 8.soviel 0,5 n Essigsaure, als zur Einstellung des gewiinschten 
Py-Wertes nétig war. 

Ansiatze zur Verdauung von Schafwolle: Man lief in der friiher beschriebenen 
Weise auf 1,00 g Schafwolle von bekanntem Feuchtigkeitsgehalt 30 ccm der oben 
hergestellten Flotte 30 Std. bei 60° einwirken. Danach wurde das Material in 
der iiblichen Weise weiterbehandelt. 

Der Angriff auf die Wolle zeigte folgendes Bild: 

Py = 6,25. Nach 3 Std. kein merklicher Angriff. Nach 6 Std. Flotte durch 
abgeléste Fibrillen schwach getriibt, Wolle nicht wesentlich geschadigt. 

Nach 30 Std. waren die Flotten stark durch Fibrillen getriibt und das 


Wollmaterial betrachtlich geschadigt. 


[1] Aus NaOH und primarem Natriumphosphat nach Clark: The Determi 
nation of Hydrogen Ions, S. 194 (1928). 





362 ALFONS SCHOBERL und REINER Hamm: 


PH == 7,00. Nach 3 Std. nur geringer Angriff, nach 6 Std. Flotten merklic| 
getribt und Wollmaterial schwach geschadigt. Nach 30 Std. betrichi 
licher Anteil der Wolle zu Fibrillen abgebaut. Flotten waren gelb gefiirl 

Py = 8,00. Nach 3 Std. schwache Triibung der Flotten und geringer An 
griff der Fasern. Nach 6 Std. starkere Auflésungserscheinungen, Flott: 
getriibt. Nach 30 Std. war die Faserstruktur vollig zerstért. Fibrille: 


setzen sich als Niederschlag am Boden ab. Flotten waren stark gefirb 
Py = 8,85. Nach 4 Std. starker Angriff, Flotten stark getriibt. Fase: 
struktur groBenteils erhalten. Nach 7 Std. Faserstruktur zum groben 
Teil zerstées Fibrillenbrei. Nach 24 Std. war alles zu Fibrillen abgebaut 


und die Flotten stark gelbbraun gefarbt. 

PH = 9,90. Nach 3 Std. starke Auflésungserscheinungen. Nach 6 Std 
Faserstruktur noch zum Teil erhalten. Nach 24 Std. im wesentlichen 
Fibrillenbrei. Ein ganz geringer Anteil der Wolle jedoch weist noch 
Faserstruktur auf. 

PH = 10,90. Nach 3 Std. merklicher, aber nicht starker Angriff. Flotten 
schwach getriibt. Nach 6 Std. war das Material ziemlich stark g¢ 
schadigt und die Flotten getriibt. Die Faserstruktur war aber zun 
groBen Teil erhalten. Nach 24 Std. Wolle teilweise abgebaut, teilweis: 
aber noch Faserstruktur aufweisend. Flotten sehr stark getriibt. 

Trotz Anwendung von Puffern war eine geringe Anderung des py-Wertes 
wahrend der Verdauung festzustellen: 


Tabelle 1. 





P,, -Werte 
Ansatz-Nr. H 


zu Anfang des Versuchs nach dem Versuch 





18 5, 5,80 
20 6,50 
22 7,50 
24 5 8,45 
26 , 9,75 
28 10,80 
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Tabelle 2. 
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°o 


3 
® 





0,6881 
0,7135 
0,6094 
0,6540 11,37 
0,4908 10,08 
0,5054 9,80 
0, 5830 5,97 
0,2450 5,5 

0,2552 3 


10,47 
10,27 
9,46 
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Untersuchung der Wollprdéparate (Spindelzellen und Faserbruchstiicke). 
An der Methodik wurde gegeniiber der 1. Mitteilung nichts geiandert. 

Tabelle 2 enthalt die gefundenen Cystinwerte (berechnet auf lufttrockene 
Einwaagen) 

Bestimmung des durch die Verdauung entstandenen Gewichtsverlustes. 
Tabelle 3 enthalt die gefundenen Substanzverluste in mg und °, der ein- 
gesetzten Wollmenge (Trockengewicht). 





Einwaage Substanzverlust Substanzverlust 
ing ing in ‘ 





,9007 ai! 
,9007 
,9007 
9,9007 
,9007 
,9007 
58925 


21, 


‘ 
) 
4 


Untersuchung an den Flotten. Die in der iiblichen Weise ermittelten Werte 
des Stickstoffgehaltes der Flotten sind aus Tabelle 4 zu ersehen. 


Tabelle 4. 





N-Gehalt N-Gehalt Zuwachs an N 
Woll- der Flotten der Flotten in den Flotten 
Einwaage vor Ver- nach Ver- 
dauung dauung F in °,, des 
in mg a pS 
g Wolle-N 


Ansatz-  Anfangs- 
Nr. Py 





0,25 0,9007 §,25 30, 30,25 20,50 
6,25 0,9007 5,25 35,55 30, : 53 
7,00 0,9007 ; 5 3,5 ,50 
7,00 0,9007 : ’ ~? .70 
8,00 0,9007 

8,00 0,9007 

8,85 0,8925 : ,6: ‘ 
8,85 0,8925 . 45 65,07 44,00 
9,90 0,8955 4 , 43,62 29,81 
10,90 0,8955 3,75 : 38,05 25,98 


II. Der EinfluB der Fermentkonzentration auf die Einwirkung 
von Papain auf Schafwolle. 


Auf Proben von je 1 g Schafwolle lie} man 20, 40, 60, 80 und 120 mg 
Papain unter optimalen Bedingungen einwirken. 


Biochemische Zeitschrift, Bd. 318. 24 
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Herstellung der Flotten: 30 ccm Flotte enthielten 20 mg bzw. 40, 60, 80, 120 me 
Papain (durch Trockengewichtsbestimmung ermittelt), 120 mg KCN, 10 ccm 
Boratpuffer (nach SOERENSEN) von py = 9,00. 

Ansiatze zur Verdauung von Schafwolle: 30 ccm Flotte lie} man 30 Std. auf 
i,oo g Schafwolle von bekanntem Feuchtigkeitsgehalt bei 60° in der tiblichen 
Weise einwirken. Jeder Ansatz wurde doppelt ausgefiihrt. 

Zur Aktivierung des Papains blieben die Flotten 2 Std. im Brutschrank 
bei 40° stehen. Unmittelbar anschlieBend fiihrte man mit 15 ccm eine Aktivi 
tatsbestimmung in der friiher beschriebenen Weise durch. Tabelle 5 ent 
halt die gefundenen Aktivititen. 


Tabelle 5. 





Papain-Einwaage 





Ansatz-Nr. Spaltungsindex 
mg/30 ccm 
29/30 20 3,20 
23/24 40 5,50 
31/32 60 7:75 
33/34 8o 9,25 
35/36 120 13,25 


Der Angriff auf die Wolle bei verschiedener Papainkonzentration zeigte 
folgendes Bild: 

Ans. 29/30. 20 mg/30 ccm. Nach 6 Std. waren Flotten sehr stark getriibt, 
Wolle zum groBen Teil in Fibrillen aufgelést, aber noch merklicher An- 
teil mit Faserstruktur. Nach 20 Std. Fibrillenbrei. Faserstruktur vollig 
zerstort. 

Ans. 23/24. 40 mg/3occm. Bild des Angriffes ahnlich wie bei Ansatz 
29/30, jedoch etwas stiarker. 

Ans. 31/32. 60 mg/30 ccm. Nach 3 Std. starker Angriff. Flotten stark ge- 
triibt. Nach 6 Std. Faserstruktur zerstort, Fibrillenbrei. 

Ans. 33/34. 80 mg/30 ccm. Nach 3 Std. starke Auflésungserscheinungen. 
Nach 6 Std. sehr starker Angriff, Fibrillenbrei. 

Ans. 35/36. 120 mg/30ccm. Bild des Angriffes ahnlich wie bei Ansatz 
33/34, jedoch noch rascherer Abbau der Wolle in Fibrillen. 


Untersuchung der Wollprdparate. 


In den vorausgehenden Untersuchungen wurde nachgewiesen, daf die 
Cystinabnahme in den Wollen nach der Behandlung mit Papain auf die 
Wirkung des Kaliumzyanids zuriickzufiihren ist und vom py der Flotte 
abhiingt. Da beide dieser Faktoren in dieser Versuchsreihe keine Anderung 
erfuhren, wurde von der Bestimmung des Cystingehaltes abgesehen. 

Die in der iiblichen Weise ermittelten Gewichtsverluste sind in Tabelle 6 
zusammengestellt, und zwar in mg und °, der eingesetzten Wollmenge 
(Trockengewicht). 
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120 mg Tabelle 6. 
0 Cc 
mg Papain Einwaage Substanzverlust Substanzverlust 
rd. auf in 30ccm ing ing in ° 
licher 20 0,8975 0,3460 38,6 
20 0,8975 0,3340 47,2 
hrank 40 0,8925 0, 3620 40,4 
Ativi 40 0,8925 0.3540 39,6 
: ent 60 0,9025 0,3850 42,7 
60 0,9025 0.3740 41,4 
80 0,9025 0,4115 45,6 
80 0,9025 0,3991 44,2 
120 0,9047 0,4682 51,8 
ee 120 0,9047 0,4637 §1,2 
— 


Untersuchung an den Flotten. 


Die Tabelle 7 enthalt den nach KJELDAHL ermittelten Stickstoffgehalt 
der Flotten. 


Tabelle 7. 








eigte N-Gehalt N-Gehalt ealeciaae Wi 
fonee-| eon Fopein | Welle, | derPlowen | der lou | in den Mote 
riibt, Nr. dauung dauung . in % des 
An- in 30 ccm gz mg mg pains Wolle-N 
dllig 29 20 0,8975 1,93 57,75 55,82 | 38,02 
30 20 0,8975 1,93 58,95 57,02 | 38,90 
satz 23 40 0,8925 4,38 67,05 63.27 | 43,10 
24 40 0,8925 4,38 69,45 65,07. | 44,30 
31 60 0,9025 5,67 76,80 71,13 | 48,20 
5 ll 32 60 0,9025 5,67 76,05 70,35 | -47;50 
33 80 0,9025 7,89 85,20 ee) ee 52,25 
gen. 34 80 0,9025 7,89 86,55 78,66 53,25 
5 120 0,9047 13,20 100,65 87,45 | 59,10 
_ 36 120 0,9047 13,20 101,55 88,35 | 59,70 
III. Die Einwirkung von Papain auf Schafwolle bei mehrfacher 
Erneuerung der Flotte. 
‘i. Herstellung der Flotten: 30 ccm Flotte enthielten 40 mg Papain, 120 mg KCN 
, und 10 ccm Boratpuffer (nach SOERENSEN) vom py 8,85. 
dic Ansitze zur Verdauung von Schafwolle: Zu 1,00 g Schafwolle von bekanntem 
otte Feuchtigkeitsgehalt gab man 30 ccm Flotte (Doppelansatz!) und lie} unter Um- 
ung schiitteln 50 Std. bei 60° im Brutschrank stehen. Darauf wurden die Flotten ab- 
filtriert - mit 37a und 38a bezeichnet — und die zuriickbleibenden Fibrillen ge- 
nc trocknet. Nun wurden zu jeder der beiden Proben wieder je 30ccm /rischer Flotte 
derselben Zusammensetzung gegeben und unter Umschiitteln weitere 30 Std 


hnge stehengelassen. Danach wurden die Flotten - mit 37b und 38b_ bezeichnet 
abfiltriert, die Riickstande getrocknet und nun noch ein drittes Mal 30 Std. 
244 
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mit je 30 ccm frischer Flotte bei 60° im Brutschrank behandelt. Die zum Sc] 
abfiltrierten Flotten wurden mit 37c und 38c bezeichnet. Das nach dieser d 
maligen Behandlung zuriickbleibende Fibrillenmaterial wurde getrocknet. 

Die Anwesenheit von Puffer schloB eine gewisse Anderung des Pu-Wertes n 
aus. 


Tabelle 8. 





p,,- Werte P,,- Werte 
zu Anfang des Versuchs nach dem Versuch 


Ansatz-Nr. 





a/38a 8,85 8,05 
38b 8,85 8,5¢ 
>/38c 8,85 8,85 


Der Angriff auf die Wolle zeigte folgendes Bild: 

Setzte man der nach Sostiindiger Verdauung zuriickbleibenden Fibrillen 
masse frische Enzymlésung zu, so waren nach weiteren 30 Std. die Flot 
ten 37b und 38b gelbbraun gefarbt, aber weniger intensiv, als die Flot 
ten 37a und 38a. Die Masse der Fibrillen hatte eine merkliche weiter: 
Abnahme erfahren. 


Bei der dritten Inkubation waren nach 30 Std. die Flotten 37¢ und 38: 


nur ganz schwach gelb gefarbt. Die Fibrillenmasse hatte nicht in einem 
auBerlich merkbaren MaBe abgenommen. Das Endmaterial war gelblich 
gefarbt, wahrend die Fibrillenmasse nach einmaliger Verdauung noch ein 
fast weiBes Aussehen gezeigt hatte. 


Untersuchung der Wollprdparate. 


Die gewaschene Fibrillenmasse lieB man einige Zeit unter dest. Wasser 
stehen und saugte sie dann durch eine Nutsche ab. Filter mit Niederschlag 
wurden bei etwa 60° getrocknet, die pappeartige Fibrillenmasse von dem 
Papierfilter abgehoben und in genau eingewogene Wageglischen ge 
bracht. In diesen wurde das Material bei 105° im Trockenschrank getrock 
net. Die Wageglischen wurden dann verschlossen im Exsiccator erkalten 
gelassen und ausgewogen. 


Tabelle 9. 





Einwaage Substanzverlust Substanzverlust 
ing in g in % 


Ansatz-Nr. 





0,8862 0,6918 78,0 
0,8862 0,6977 


Vey 


Die Bestimmung des Cystingehaltes wurde diesmal — wie auch bei den 
nunmehr folgenden Bestimmungen — auf eine neue, gegeniiber der bis 
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herigen Methode vereinfachten Art vorgenommen. Diese durch mehr 
fache Kontrollversuche erprobte Methode hatte sich als hinreichend genau 
erwiesen. 

100 bis 300 mg des Wollematerials wurde eingewogen, in Becherglasern mit 
10 ccm konz. HCl auf dem Wasserbad zur Trockne eingeengt und dasselbe zwei- 
mal wiederholt, dann mit dest. Wasser aufgenommen, zur Trockne eingedampft, 
wiederum mit dest. Wasser aufgenommen, auf 25 ccm (bzw. 20 ccm) aufgefiillt 
und 1~2 ccm zur Cystinbestimmung nach Folin entnommen. 

Ansatz 37: Einwaage 0,1969 g 
mg Cystin 11,40 2 


ee iets a 
o Cystin 5,78. 


Untersuchungen an den Flotten. 


Tabelle 10 enthalt die Werte fiir den Stickstoffgehalt der Flotten. 


Tabelle 10. 





N-Gehalt N-Gehalt Zuwachs an N 
Wolle- der Flotten der Flotten in den Flotten 
Einwaage vor Ver- nach Ver- 
dauung dauung 
in °, des 


g mg mg Wolle-N 





37a 0,8862 4,26 84,64 80,38 55,3¢ 
38a 0,8862 4,26 84,64 80,38 55,30 
37b 0, 8862 3,48 35,65 32,08 22,10 
38b 0,8862 3,48 33,22 29,74 20,25 
37C 0,8862 3,48 19,14 15,06 10,80 
38c 0,8862 3,48 16,92 13,44 9,26 


Insgesamt gingen also in Prozent des Gesamtstickstoffs von der Wolle 
in Lésung: 
Ansatz 37:88,17 


Ansatz 38:84,90 


IV. Der zeitliche Verlauf der Einwirkung von Papain auf Schafwolle. 


Herstellung der Flotten: 30 ccm Flotte enthielten 40 mg Papain, 120 mg KCN 
und 10 ccm Boratpuffer (nach SOERENSEN) vom py 8,75. 

Ansatze zur Verdauung von Schafwolle: Je 1,00 g Wolle von bekanntem 
Feuchtigkeitsgehalt wurden mit 30 ccm Flotte bei 60° behandelt und zu der ge- 
winschten Zeit (2, 4, 6, 8, 12, 16, 20, 24, 30, 36, 43 und 50 Std.) in der iib- 
lichen Weise der Versuch unterbrochen. 


Die Aktivitat der Enzymflotte entsprach der des Ansatzes 23/24, also einem 


23/2 
Spaltungsindex von 5,50 (s. 0.). 

Auch hier war eine gewisse Anderung des pu-Wertes wahrend der Verdauung 
zu beobachten, wie aus Tabelle 11 hervorgeht: 
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Tabelle 11. Anfangs-py stets 





Zeit der Verdauung 


Ansatz-Nr. : 
in Std. 





39/40 
41/42 
43/44 
45/40 
47/48 
49/50 
52 
54 
56 
/58 30 
43 
61/62 50 
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Der Angriff auf die Wolle zeigte folgendes Bild: 
Nach 2 Std.: Faserstruktur war fast véllig erhalten. Wolle ziemlich gx 
schadigt. Flotten schwach getriibt und kaum gefarbt. 


Tabelle 12. 





Dauer der Verdauung Einwaage Substanzverlust Substanzverlust 
in Std. ing ing in % 





0,8862 0,0392 
0,8862 0,0477 
0,8862 0,1607 
0,8862 0,1507 
0,8862 0,2177 
0,8862 0,2098 
0,8862 0,2542 
0,8862 0,2521 
0,8898 0,2688 
0,8898 0,2843 
0,8898 0,2993 
0,8898 0, 3236 
0,8898 0,3343 
0,8898 0, 3269 
0,8898 0, 3623 
0,8898 0,3758 
0,8876 0,3846 
0,8876 0,4063 
0,8876 0,4166 
0,8876 0,3921 
0,8876 0,3916 
0,8876 0,4245 
0,8876 0,4095 
0,8876 0,3963 
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Nach 4 Std.: Faserstruktur zum groBen Teil erhalten. Wolle sehr stark 
geschadigt. Bereits gréBere Mengen an Fibrillen. Flotten schwach 
gelblich. 







Nach 6 Std.: Faserstruktur zum groBen Teil zerstért. Betrichtlicher An 






teil des Wollmaterials lag als Fibrillen vor. Flotten stark gelb gefirbt. 






Nach 8 Std.: Faserstruktur fast vollkommen zerstért. In der Hauptsache 






Fibrillenbrei. Flotten stark gelbbraun gefiarbt. 






Nach 12 Std.: Fibrillenbrei. Ab Ansatz 49/50 lag alles Material als Fi 






brillenbrei vor. AuBerlich war keine von der zeitlichen Dauer der Papain 






einwirkung abhangige Anderung an der Fibrillenmasse festzustellen. 






Die Flotten waren alle stark gelbbraun gefirbt. 







Bestimmungen an den Wollprdparaten. 






Der durch die Verdauung entstandene Gewichtsverlust wurde auf die 
in Kapitel III beschriebene Weise ermittelt. Tabelle 12 enthalt diese Werte 






in mg und in % der eingesetzten Wollemenge (Trockengewicht). 
oO t al fn] Bb 






Die Cystinbestimmungen an den Wollepraparaten wurden in der in Ka 






pitel III angegebenen Weise vorgenommen. Die in Tabelle 13 angegebenen 






Zahlen sind Mittelwerte aus je zwei Bestimmungen. 









Tabelle 13. 








Zeit der Verdauung Einwaage Cystin Cystin 
in Std. ing in mg in ° 





Ansatz-Nr. 
























0,2415 5 
41 4 0,2460 25,70 10,45 
43 6 0,2550 26,25 10,27 
45 8 0,2638 27,45 10,41 
47 12 0,2510 24,75 9,85 
49 16 0,2465 21,90 8,88 
51 20 0,2496 22,50 9,03 
53 <4 0,2453 21,45 75 
55 30 0,2460 19,g0 8,09 
ad 36 0,2470 19,75 7.98 
59 43 0,2470 19,35 7,83 
61 50 0,2600 20,25 7,78 










Die getrockneten Proben der Verdauungsriickstinde wurden ferner 
einer Bestimmung des Gesamtschwefelgehaltes durch Verbrennung im 






Quarzrohr unterzogen. 






Da die Wolle urspriinglich 3,45°%, Schwefel enthielt, nahm der Schwefel- 
gehalt wahrend sostiindiger Verdauung um 25,8°/, ab. 
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Tabelle 14 





Zeit der Ver- 
Ansatz-Nr. dauung 
in Std. 


Einwaage 


, Mittel 
in g 





00,2921 9,150 
,3010 8,838 
,4002 12,009 
13297 9,488 
3083 8,275 
,2461 6,499 
,3073 7,460 
,2242 6,060 
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Untersuchungen an den Flotten. 


Tabelle 15 enthalt die nach KJELDAHL ermittelten Stickstoffwerte de: 
Kinetik. 
Tabelle 15. 





N-Gehalt N-Gehalt Zuwachs an N 
Zeit der Wolle- der Flotten der Flotten in den Flotten 
Verdauung Einwaage vor Ver- nach Ver- 
dauung dauung 


Ansatz- 
ir 


mg mg 
in Std. 





0,8862 
0,8862 
0,8862 
0,8862 
0, 8862 
0,8862 
0,8862 5 
0,8862 a 42,04 
0,8898 7 46,97 
0, 8898 3, 45,09 
0,8898 K 51,34 
0, 8898 x 55,20 
0,8898 : 59,73 
0,8898 : 58,90 
0,8898 68,15 
0,8898 2: 66,53 
0,8876 70,90 
0,8876 ‘ 71,32 
0,8876 77:47 
0,8876 75,91 
0,8876 74,16 
0,8876 77,52 
0,8876 | 76,04 
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Cystingehalt der Flotten. Von den Flotten wurden jeweils 10 ccm ab- 
pipettiert und nach der in Kapitel III angegebenen Methode hydrolysiert. 
Das Hydrolysat wurde auf 20 ccm aufgefillt und 2ccm zu _ einer 
Cystinbestimmung nach FoLin entnommen. Die Zahlen in Tabelle 16 
sind Mittelwerte aus je zwei Bestimmungen und beziehen sich auf 30 ccm 
Flotte. 


Tabelle 16. 





Zeit der Einwaage Cystin Cystin 


Ansatz- Verdauung an Wolle in % des 


Nr. : 
in Std. Wollecystins 
mg 





0,8862 ‘ 3,11 
0,8862 ' 3,98 
0,8862 ; 7:43 
0,8898 ; 9,47 
0,8876 11,73 
0,8876 5 11,05 


Schwefelbestimmungen in den Flotten: 10 ccm der Flotten wurden zur 
Hydrolyse der in Lésung gegangenen Proteine mit 10 ccm konz. HCl zur 
rrockne eingedampft, dann nach BeNepIkt-DENIS verascht und der 
Schwefel als Bariumsulfat gefallt und ausgewogen. Tabelle 17 enthalt die 
Werte fiir den Schwefelgehalt, bezogen auf 30 ccm Flotte. 


Tabelle 17. 





Zeit der Einwaage Schwefelgehalt 
Verdauung an Wolle in % des 
in Std. Wolle-S 
mg S$ 


Ansatz- 
Nr. 





0,8862 6,06 19,6 
0,8862 8.55 27,9 
0,88908 9,54 31,1 
0,8898 10,95 3557 
0,8876 13,14 42,9 
0,8876 12,12 39,6 


Die sich aus den Werten der Tabellen 14 und 17 ergebende Schwefel- 


bilanz ist in Tabelle 18 wiedergegeben. Der Gesamtschwefelgehalt nach 


der Verdauung setzt sich additiv zusammen aus dem S-Gehalt des zu- 
riickbleibenden Wolle- bzw. Fibrillenmaterials und dem S-Gehalt der 
Flotten. 
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Tabelle 18. 





Dauer Vor Verdauung S-Gehalt des S-Gehalt Gesamt- 
der Ver- eingesetzter zurtickbleibenden der Flotten S-Gehalt 
dauung Gesamt-S Materials nach Verdauung nach Verdauung 


iy Sed. mg S mg S mg S mg S 





ao 


“I 
wi bh 
o- 


4 30,00 15 6,06 
8 30,60 8,55 
16 30,70 ’ 9,54 
24 30,70 : 10,95 
36 30,62 4: 13,14 
50 30,62  , 12,42 
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Der Anteil des nicht erfaBten Schwefels wiachst also von 7,6°% (na 
4 Std.) auf 20,5°%, (nach 50 Std.) des eingesetzten Gesamtschwefels. 





Kollagenquerstreifung und Hitzeschrumpfung’. 


Von 
CARLHEINRICH WOLPERS. 


Aus dem ehemaligen Laboratorium fiir Ubermikroskopie 


der Siemens und Halske AG., Berlin.) 
Mit 7 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 15. Februar 1947.) 


Die Elektronenmikroskopie und die Réntgenographie mit der Klein- 
winkelmethode haben bei einigen fibrillaren Proteinen Feinstrukturen ent- 
deckt, deren Vorhandensein bisher weder auf Grund polarisationsoptischer, 
noch auf Grund einfach réntgenographischer Untersuchungen vermutet 
worden ist. Es handelt sich um segmentierende Strukturen, die quer zur 
Hauptachse der EiweiBfibrillen streng rhythmisch eingebaut sind. Die 
Elektronenmikroskopie als direktes Verfahren bietet die Mdéglichkeit, 
solche Querstreifung einer genaueren morphologischen Analyse zu unter- 
werfen. 

Die bisher gewonnenen Einsichten zeigen, daB es einfache (Muskel- 
fibrillen von MoluskenschlieBmuskel [1], Fibrin [2] [7], Trichocysten der 
Paramiacien [3]) und komplizierte (Kollagen [4] [5] [6]) Querstrukturen gibt. 
Als wesentlichster Befund der elektronenmikroskopischen Morphologie 
solcher EiweiBfibrillen erscheint aber der Nachweis einer besonderen 
Gitterstruktur, wie sie von ScuMiItTT und seinen Mitarbeitern [1] [7], vor- 
laufig nur bei den Muschelmuskeln, festgestellt worden ist. Alle bisher 
vertretenen Vorstellungen von der Molekularmorphologie biologischer 
EiweiBfibrillen beruhen auf Befunden, die mit indirekten Methoden ge- 
wonnen wurden. Dieser jetzt gegliickte, direkte Nachweis einer bisher un- 
bekannten Feinstruktur ahnlicher Gr6Benordnung wird nicht nur fiir die 
Biologie, sondern auch fiir die EiweiBchemie Bedeutung gewinnen. 

Die Strukturperiode des Kollagens besteht aus einem schattendichten, 
dunkeln Abschnitt und aus einem durchstrahlbaren, hellen Abschnitt. 
Getrennt durch den Krieg haben HALL, Jakus und Scumirr [4] einer- 
seits und Wovpers [5] anderseits voneinander unabhangig diese Kollagen- 
quergliederung gefunden. Leider kam es hierdurch zur Einfiihrung unter- 
schiedlicher Benennungen. Scumitt, HALi und Jakus [8] bezeichnen den 
dunkeln Abschnitt mit A, den hellen mit B. WoLPERs [6] spricht von dem 
dunkeln D-Teil und dem hellen H-Teil. 


* Herrn Professor Srepeck, Heidelberg, zum 65. Geburtstag gewidmet. 
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Bei genauerer Betrachtung ist der dunkle D-Teil nicht gleichmii 
schattendicht, sondern stets unterteilt. Entweder findet man zvei gle’ 
artige, schattendichte Streifen — die $-Scheiben —, welche ein helles 7 
schenstiick begrenzen (Abb. 1a), wir sprechen dann von dem Scheib 
stadium der Kollagenquerstreifung, oder es zeigen sich in jedem D-' 
vier ahnlich beschaffene, schattendichte Streifen — die §-Lamellen 
welche drei heile Zwischenstiicke umgrenzen (Abb. 1b). Diesen Befu: 
haben wir als das Lamellenstadium der Kollagenquerstreifung bezei 
net [9]. Der Normalzustand ist das Scheibenstadium. Unter bestimmt 
Bedingungen kénnen die §-Lamellen in Ké6rner zerfallen, was anzei 
daB auch die schattendichten Streifen des Kollagens in gleicher Weis: 
wie die der Muschelmuskeln aus kérnigen Gebilden zusammengesetzt sind 
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° 6-Lamelle 
a b 
Abb. 1. Schema der Kollagenquerstreifung. a) Scheibenstadium (Normalbefund). b) Lamellenstadium 
D = D-Teil, H = H-Teil. 


Jedoch steht der Nachweis einer Gitterstruktur fiir das Kollagen noch aus. 
Der Bildkontrast dieser $-Strukturen kann nicht nur mit Osmium-, son 
dern auch mit Phosphorwolframsaurelésungen (Scumitt [7]) erhéht wer 
den. Schwermetalle werden von diesen Bildungen bevorzugt adsorbiert. 
Wahrend die Strukturperiode der entspannten, quergestreiften Skelett 
muskulatur 24000 A groB ist, hat die elektronenmikroskopische und rént 
genographische Vermessung der neuartigen Proteinstrukturen Perioden 
groBen zwischen 145 und 640A als Durchschnittswerte ergeben [1], [3], [10 
[11], [12]. Elektronenmikroskopisch finden sich Kollagenperioden, deren 
Ausdehnung in Faserrichtung zwischen 350 und 2000 A schwankt, wiih 
rend bei réntgenographischen Vermessungen die Werte nur zwischen 55 
und 680 A variieren (BEAR [10]). Die besonderen Bedingungen der Elek 
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tronenmikroskopie, bei der hohe Temperaturen und durch Spannung der 
lragerfolien gewisse Zugkrafte auf die Objekte wirken, erklaren wohl hin- 
reichend diese gr6Bere Schwankungsbreite. Fiir trockene, chemisch nicht- 
behandelte Kollagenfibrillen liegt der réntgenographische Durchschnitts- 
wert bei 640 A (BEAR [13], Kratky und Sekora [11]). Elektronen 
mikroskopisch kamen Hatt, Jakus und Scumirt [4] zu dem gleichen 
Wert, waihrend WoPeErs [9] 625 A fand. Réntgenographisch ist eine Ver 
kiirzung der Periode festzustellen, wenn das Kollagen chemisch z. B. mit 
Formalin behandelt wird (BEAR [10]). Bei osmiumbehandeltem Material 
mit D-Teilen im Scheibenstadium ist die Periode auf 600 A verkiirzt, wie 
elektronenmikroskopische Messungen ergaben [9]. Im Lamellenstadium 
ist unter Verbreiterung der Fibrille stets eine weitere Verkiirzung um 30 
bis 90 A festzustellen. Normale Spannungsverhaltnisse vorausgesetzt, ver- 
halt sich die Ausdehnung des D-Teils zu der des H-Teils wie 3: 2. Die 
§-Scheiben sind nach Osmiumbehandlung in Faserrichtung 110-130 A 
breit, wahrend die 6-Lamellen, welche durch Lingsspaltung der 6-Scheiben 
entstehen, dann auf elektronenmikroskopischen Bildern 50-80 A messen. 
Bei den réntgenographischen Befunden von BEAR [10] [13] bzw. KRATKY 
und Sekora [11] sind die Werte der 6. und 9. Ordnung von besonderer 
Intensitat. Sie messen 110 bzw. 7o A. Bei der Ahnlichkeit der direkt und 
indirekt gefundenen Werte liegt es nahe zu vermuten, daB in diesen Ord- 
nungsstufen die 6-Strukturen indirekt erfaBt worden sind. 

Erwirmt man kollagene Fibrillen in feuchtem Milieu iiber 65° C, so 
kommt es zu einer starken und schnellen Verkiirzung, zu einem Zusammen 


schnurren auf 4/, bis 1/, der urspriinglichen Linge. Bei dieser [Hitz 


schrumpfung verbreitern sich die Fibrillen, werden glasig durchsichtig und 


zeigen bei geminderter Zugfestigkeit kautschukartige Elastizitat. Das Ge 
samtvolumen bleibt unverandert (EwaLp [14], Woutiscu [15], KUNTZEI 
und PRAKKE [16], KUNTZEL [17]). Unser Ziel war es, das Verhalten der 
Kollagenquerstreifung bei dieser thermischen Verleimung (KUNTZEL [17]) 
festzustellen. 

Methode: Teile frischer Rindersehnen werden fiir 10 Minuten in einem Thermo- 
staten mit Wasser von 75° C gebracht. AnschlieBend erfolgte zur Erhéhung des 
Kontrastes im elektronenmikroskopischen Bild und zur Fixation des Zustandes eine 
5 bis 24stiindige Behandlung mit 1% Osmiumtetroxydlésung. Nach Wasserung 
stellten wir diinne Gefriermikrotomschnitte her, die in destilliertem Wasser sus- 
pendiert unter sorgfaltiger Kiihlung mit Ultraschall (magnetostriktiv — 7,5 kHz 
30 bis 120 Sekunden) dispergiert wurden (PoHLMAN und WorpeERs [18]), Fixier- 
tes Kollagenmaterial wird durch solche Ultraschallbehandlung nicht nachweisbar 
verandert. Zur Entfernung der Grundsubstanz und der Salze erfolgte dreimaliges 
Zentrifugieren bei 3000 Touren. Die tiberstehende Fliissigkeit wurde jedesmal 
erneuert. Aus dem Bodensatz haben wir in bekannter Weise die Priaparate fiir 
das Elektronenmikroskop hergestellt. AuBerdem fiihrten wir noch Untersuchun- 
gen von Rindersehnen durch, deren Hitzschrumpfung mechanisch (Festbinden 
oder chemisch (Osmiumfixation) gehindert worden war. 
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Befunde: Den Normalzustand von Kollagenfibrillen aus Rindersehnen 
zeigt Abb. 2. Die Dreiteilung des D-Teils — das Scheibenstadium — ist bei 
einzelliegenden Fibrillen zu erkennen. Um nun zunichst die reine Warn 
wirkung auf die Kollagenquerstreifung kennenzulernen, haben wir Stiicke 
von Rindersehnen auf eine stabile Unterlage fest aufgespannt und sie dann 


der beschriebenen Warmewirkung ausgesetzt. AnschlieBend erfolgte 








Tt 


Abb. 2. Kollagenfibrillen aus Rindersehne. Osmiumbehandlung. Scheibenstadium. 50000:1. 


Osmiumbehandlung. Die dann gelésten Sehnenstiicke verkiirzten sich in 
keiner Weise. Elektronenmikroskopisch ist hier die Quergliederung fast 
iiberall erhalten, die 5-Scheiben sind meist gut zu erkennen (Abb. 3). Be 
trachtet man sie im Original mit Lupe, so findet man hiaufig Langsspaltun- 
gen, jedoch nur mit geringem Auseinanderweichen, z. B. bei a (leider wur 
den die Originalaufnahmen zerstért, so daB ich keine bessere Vergr6éBe 
rung bringen kann). Auf anderen Bildern dieser Versuchsreihe finden 
sich Fibrillen ohne 6-Scheiben, aber iiber den gesamten Verlauf in regel 
loser Verteilung mit zahlreichen, schattendichten Kérnern von 30 bis 70 A 
Durchmesser. ,,Kathodenregen‘‘, an den man differentialdiagnostisch den 
ken muB, war sicher auszuschlieBen. Hier ist die 5-Struktur kérnig zer 
fallen. Die GréBe der Strukturperiode in diesen Praparaten schwankt 
auBerordentlich, wobei Verkiirzungen seltener sind als Verlingerungen. 
Die Warme von 75° C bewirkt also bei den Kollagenfibrillen eine Langs- 
spaltung und einen kérnigen Zerfall der 6-Scheiben. 
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EwaLp [14] hat zuerst beobachtet, daB osmiumbehandeltes Kollagen 
sich nicht bei 65°, sondern erst von 84° an verkiirzt. Um das Vorstadium 
dieser Schrumpfung morphologisch zu erfassen, haben wir osmiumfixierte 
Proben 10 Minuten auf 75° erwairmt. Eine Verkiirzung konnten wir 
makroskopisch nicht bemerken. Auch nach solcher Behandlung ist die 


® 


a 


i 
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Abb. 3. Kollagenfibrillen aus Rindersehne. Fest aufgespannt. 10 Minuten in Wasser von 75°, dann 
Osmiumbehandlung. AnschlieBend gelést. Keine Verkiirzung. Querstreifung geschadigt, aber er- 
halten. Bei a geringe Aufspaltung der 6-Scheiben (Lupe!). 60000:1. 
Querstruktur weitgehendst erhalten (Abb. 4). Alle Fibrillen sind aber ver- 
breitert (um 20°), ihre AuBenkonturen sind nicht mehr rhythmisch ge- 
wellt, sondern glatt. Die Periode ist regelmaBig verkiirzt (um etwa 16°%), 
der D-Teil zeigt stets eine siebenfache Unterteilung, er ist aus dem Scheiben- 
stadium in das Lamellenstadium iibergegangen. An einzelnen Stellen sind 
Be auch hier die $-Lamellen kérnig zerfallen, wobei stets eine zusatzliche 
h in Verbreiterung zu bemerken ist. Die chemische Fixation des Molekular- 
fast gefiiges kann also nicht verhindern, daB durch die Warmewirkung die 
Be 
tun- 
wur 
OBe 
iden 
ge] 
IO A 
len 
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inkt 
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Abb. 4. Kollagenfibrillen aus Rindersehne. Osmiumbehandlung, dann 10 Minuten in Wasser 
von 75°. Keine Verkirzung bemerkt. Lamellenstadium. Im Bereich der D-Teile zahlreiche 
6-Partikel. 80000:1. 
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6-Scheiben sich aufspalten, auseinanderweichen und kornig zerfallen. \\ 
miissen aber hier noch auf einen weiteren Befund achten. Im Bereich fast 
aller D-Teile erkennt man schattendichte Partikel, die senkrecht zu den 
§-Lamellen, also in Richtung der Fibrillenachse liegen. Um was handelt 
es sich hier ? Salze kénnen sich bevorzugt im Bereich des D-Teils nieder- 
schlagen. Durch das Waschen der elektronenmikroskopischen Priaparate 
werden Salze restlos entfernt. AuBerdem beschranken sich die Salzkristal| 
bei ihrer Adsorption nie mit solcher Genauigkeit auf den D-Teil, wie es 
aber hier zu beobachten ist. Wenn es keine auf der Fibrillenoberflach 
niedergeschlagenen Salze sind, so kann es sich nur um Substanzen handeln, 
die in der Fibrille entstanden sind. Ihr Schattenkontrast stimmt mit dem 
der §-Strukturen iiberein, wir schlagen vor, dieses Gebilde §-Partikel zu 
nennen. Solche 5-Partikel findet man nur bei D-Teilen mit gut ausgebild 
ten, weit auseinandergewichenen §-Lamellen. Man beobachtet sie aber in 
normalen Kollagenfibrillen aus Kalbsehnen, deren D-Teil im Lamellen 
stadium ist, ebenso wie hier nach der Warmeschadigung. Fiir die Morpho- 
genese der 6-Partikel erscheint daher der Lamellierungsvorgang wichtiger 
als die Warmeschadigung. 

Lassen wir nun die Kollagenfibrillen sich unter der Warmewirkung un- 
gestort verkiirzen, so findet man, da die Querstruktur weitgehendst ver- 
lorengegangen ist (Abb. 5). Aus den schlanken, ebenmaBigen Fibrillen 
der Abb. 2 ist eine plumpe, unférmige, fibrillare Masse geworden. In 
Abb. 5 ist nur eine einzelne dieser wirmegeschadigten und geschrumpften 





Yu 
Abb. 5. Kollagenfibrille aus Rindersehne. 10 Minuten in Wasser von 75°, ungestérte, starke Verkur- 
zung. AnschlieSend Osmiumbehandlung. Weitgehende Zerst6rung der Querstreifung. Zahlreiche 
6-Partikel und ihre Bruchstiicke. 60000:1. 


Fibrillen gezeigt, deren Individualitét erhalten bleibt. Sie sind stark ver 
breitert, die AuBenkontur ist unregelmaBig begrenzt. In Abb. 5 sieht man, 
daB der gr6Bere Teil der Fibrille nahezu gleichmaBig durchstrahlbar ist. 


Lediglich an der schmalsten Stelle, in der linken Bildhalfte, erkennt man 
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noch Reste der Quergliederung, welche den Fibrillendurchmesser aber nur 
unvollstandig durchsetzen. Vergeblich suchen wir nach §-Scheiben oder 
5-Lamellen, Die schattendichten Streifen, welche in Richtung der Fibrillen- 
achse der GréBe von D-Teilen entsprechen, sind aus parallel nebeneinander, 
in Faserrichtung liegenden §-Partikeln zusammengesetzt. Axial mit ihrer 
Lingsachse ausgerichtet haben diese schattendichten Partikel voneinander 
wechselnden Abstand (30-300 <A), sie sind von unterschiedlicher Breite 
(30-170 A) und Linge (30-400 A), kénnen sich verklumpen oder in Kérner 


fliicl auflésen. Auch in dem Gebiet der sonst gut durchstrahlten, stark verbreiter- 
Al ( 


oe ten Fibrille sieht man zahlreiche schattendichte Teilechen von runden, 
ein, 


eckigen, vielgestaltigen Formen. Wir hegen keinen Zweifel, daB es sich 
= hier um Bruchstiicke der 5-Partikel handelt. Weshalb finden wir in stark 


bild geschrumpften Kollagenfibrillen keine 3-Scheiben oder }§-Lamellen, son- 
LICE " $ 


aes dern nur 6-Partikel? Bei der Verkiirzung schiebt sich das Molekular- 
“a gefiige in Richtung der Fibrillenachse zusammen. Der Widerstand, den 
rpho- die 6-Scheiben diesem Bestreben entgegensetzen, wird unter ZerstOrung 
slur dieser durch Wirme geschidigten Querstruktur iiberwunden. Die }6-Par- 
; tikel dagegen sind in der Verkiirzungsrichtung angeordnet, sie fallen der 
> sn. Zerst6rung erst zu einem spiteren Zeitpunkt anheim. 

Gas. Die Verbreiterung der Fibrille erscheint als das morphologische Resul- 
tat der Schrumpfung. Wie wir in Abb. 4 gezeigt hatten, fiihrt bereits die 
Verkiirzung der Strukturperiode zu einer Verbreiterung der Fibrille bis 
zu 20°,,. Nach Verlust der Querstreifung ist aber eine Verbreiterung von 
mindestens 100°, 


, festzustellen, die Beurteilungsmoéglichkeit fiir einen 
groBeren Zerst6rungsherd vorausgesetzt. Maximal lassen sich sogar Ver- 
breiterungen bis zu dem vierfachen Wert der Normalbreite quergestreifter 
Rindersehnenfibrillen (800 A) beobachten. Da das Volumen hitzgeschrumpf- 
ter Kollagenfibrillen sich nicht verindert, kann diese Verbreiterung nicht 
auf eine Quellung, sondern nur auf eine Verkiirzung zuriickgefiihrt wer- 
den. Es ist jedoch zu bedenken, daB die elektronenmikroskopischen Pri- 
parate auf der Triigerfolie méglichst flach auftrocknen. Die normale Kol- 
lagenfibrille hat einen zylindrischen Querschnitt. Die bei der Auftrocknung 
wirksam werdenden Kapillarkrafte kénnen bereits bei diesen stabilen Ge- 
bilden eine elliptische Deformierung des Querschnitts und damit eine Ver- 
breiterung im Mikroskopbild bedingen. Fehlen die stabilisierenden Quer- 
strukturen oder sind sie stark geschadigt, dann wird die labile, verformbare 

i Fibrillenmasse bandartig flach auftrocknen und eine starke Verbreiterung 

reiche vortauschen. Der oben erwahnte Maximalwert ist daher nur relativ ver- 
wertbar. 

ver Die Auflésung der kollagenen Querstruktur durch die Hitze und den 

nan. Schrumpfungsvorgang setzt nicht gleichzeitig und gleichartig im gesamten 

- ist. Verlauf einer Fibrille ein, sondern beginnt stets herdférmig. In unmittel- 

man barer Nachbarschaft erster Zerst6rungsstellen findet man noch gut erhaltene 
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(Juerstreifung (Abb. 6). Die Periode ist jedoch stets verkiirzt. Diese Ve 
schmalerung der Elementareinheit in Faserrichtung kann héchstens 20 

der normalen Ausdehnung betragen. Lediglich bei der Saurequellung des 
Kollagens ist nach einem charakteristischen, reversiblen Strukturwande| 
der Periode eine Verkiirzung bis 30°,, zu beobachten. Stirkere Verkiirzun 
gen, die bei der Hitzschrumpfung 75°, betragen kénnen, sind ohne ir- 
reversible Zerst6rungen der Querstruktur nicht méglich. In Abb. 6 ist ein 
einheitlich schattendicht wirkender D-Teil, aber keine 3-Scheiben oder 





fb 
"UL 
Abb. 6. Kollagenfibrille aus Rindersehne. 10 Minuten in Wasser von 75°, ungestérte Verkirzung. 
AnschlieBend Osmiumbehandlung. Querstreifung teilweise erhalten. 60000:1. 


5-Lamellen sicher zu sehen. Einzelne §-Partikel sind in unmittelbarer 
Nachbarschaft der Zerfallsgrenze zu erkennen und deuten ein Lamellen- 
stadium an. Wahrscheinlich sind die 6-Lamellen infolge der Periodenver- 
kiirzung so eng aneinandergeriickt, daB sie nicht mehr getrennt zu sehen 
sind. Fast regelmaBig zeigen Bilder des ersten Zerfallstadiums, welches 
durch Schrigstellungen und Verwerfungen der Querstreifung um kleinste 
Auflésungsstellen gekennzeichnet ist, 5-Partikel und Lamellen in der un- 
mittelbaren Umgebung der Zerstérung. Wir haben den Eindruck ge- 
wonnen, daB die Schrumpfung von solchen D-Teilen ihren Ausgang 
nimmt, deren }-Scheiben sich aufgespalten haben. Lamellenstadium ist 
aber stets Schwachestadium. Verhindert man ein starkeres Auseinander- 
weichen der Lamellen von gespaltenen 5-Scheiben, indem man die hierzu 
notwendige Verkiirzung wie bei dem Praparat der Abb. 3 durch Ein- 


spannen wahrend der Warmewirkung unterbindet, gibt aber anschlieBend 
vor der Osmiumbehandlung die Sehne frei, so erfolgt ein plétzliches 
Schnurren. Elektronenmikroskopisch ist die Querstreifung in relativ groBer 
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Ausdehnung erhalten. Die Schrumpfungsstellen sind zahlreich, jedoch von 
geringer Ausdehnung. In den /)-Teilen sieht man vorwiegend gut erhaltene 
§-Scheiben, nur vereinzelt dicht nebeneinander liegende Lamellen und 
kaum 6-Partikel (Abb. 7). Dennoch diirfte auch unter diesen Bedingungen 
die Langsspaltung der 6-Scheiben die Voraussetzung fiir das Entstehen 
erster Schrumpfungsherde sein. Der Zusammenbruch unter Zerst6rung 
der Querstreifen breitet sich in Richtung der Fibrillenachse nach beiden 





Mk 
‘ 
Abb. 7. Kollagenfibrillen aus Rindersehne. Fest aufgespannt. 10 Minuten in Wasser von 75°, dann 


gelést. Verkiirzung. AnschlieSend Osmiumbehandlung. Querstreifung mafig zerstért. 6-Scheiben 
hier ohne Langsspaltung, keine 6-Partikel. 80000:1. 


Seiten aus, bis dieser Schrumpfungsvorgang auf 5-Scheiben oder D-Teile 
trifft, welche ihm widerstehen. 


Besprechung: Uberblicken wir diese Befunde, so glauben wir gezeigt 
zu haben, daB die Hitzeschrumpfung des Kollagens mit der Zerstérung der 
Querstruktur erklart werden muB. Die 5-Schetben sind der wesentlichste 
Bestandteil der Kollagenquerstreifung. Ihr Vorhandensein hilt das 
Molekulargefiige der Fibrille in seiner kristallinen, hohen Ordnung zu- 


sammen. Dehnungsbilder sprechen dafiir, daB die $-Scheiben wirkliche 
Scheiben und keine Ringe sind. Sie umschlieBen also nicht ringférmig die 
Fibrille, sondern durchdringen gleichmaBig den Fibrillenquerschnitt. 
Stereoskopische Bilder ergaben, daB die $-Scheiben nicht dicker, sondern 
dichter als die iibrigen Teile der Kollagenperiode sind. Die auffallende 
Intensitat des Schattens der §-Scheiben im elektronenmikroskopischen 
Bild, welche durch Anlagerung von Osmium oder Wolfram noch erhdht 
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werden kann, beruht also auf einer besonderen Dichte dieser Struktu 

Worauf kann die hervorragende Dichte und die Schwermetallaffinit:; 
zurickgefiihrt werden ? Denkbar, wenn auch mit der herrschenden Vo 

stellung im Widerspruch, wire die Anhaufung bestimmter, seltener Amino 
siuren des Kollagens, welche sich aber durch Schwermetallaffinitaten au; 
zeichnen miiBten. Bei dem Stand der chemischen Analyse des Kollagens 
darf man auch vermuten, daB hier eine bisher unbekannt gebliebene Sub- 
stanz vorliegt, welche in das Molekulargefiige eingeordnet und als Kitt 
substanz wirksam wird. Durch Wirmebehandlung miiBte man diese hypo 
thetische Substanz von der Hauptmasse des Kollagens trennen kénnen. 
Solange es noch ganz ungewiB ist, welche Molekiile fiir den Aufbau de: 
§-Scheiben in Frage kommen, halten wir es fiir verfriiht, in Einzelheiten 
gehende Vorstellungen von dem molekularen Feinbau des Kollagens zu 
iuBern. Die 6-Scheibe muB in den Mittelpunkt weiterer Bemiihungen 
gestellt werden, wobei chemische Methoden vorherrschen sollten. 

Ein Molekulargefiige, welches sich ohne Auflésung in Einzelteile uin 
°, in einer Richtung verkiirzen kann, muB sich in Spannung befinden. 
Auch dieser Zustand wird von den §-Scheiben fixiert. Schidigt man mit 
physikalischen oder chemischen Mitteln die 3-Scheiben, so kann sich der 


75 


Spannungszustand ausgleichen. Die Fibrille verkiirzt sich in Richtung 
ihrer Achse und verbreitert sich senkrecht dazu. Geschadigte und zerstort: 
§-Scheiben kann man nicht wiederherstellen. Ausreichende Schadigung 
vorausgesetzt muB eine irreversible Veranderung eintreten. 

Auf Grund der morphologischen Befunde kénnen wir bei der Hitze 
schrumpfung des Kollagens grundsatzlich zwei Phasen unterscheiden. In 
der prdparativen Phase verkiirzt sich die Periode, die Fibrille wird dabei 
etwas breiter und kiirzer. Das Wesentliche ist aber die Liingsspaltung der 
§-Scheibe, die Ausbildung des Lamellenstadiums und das Auftreten der 


5-Partikel. Die zweite, wreversible Phase wird von dem Schrumpfungs 


vorgang beherrscht. Herdférmig beginnend, bricht die geschilderte Ord 
nung des Molekulargefiiges, die Querstreifung, unter starker Verbreit 

rung und starker Verkiirzung der Fibrille zusammen. Das Ergebnis der 
Hitzeschrumpfung ist ein fibrillares Filzwerk mit regellos verteilten Uber 
resten der 6-Strukturen. Zur Herstellung von Leim oder Gelatine aus diesen 
geschrumpften Fibrillen sind zusatzliche, chemische MaBnahmen_ not- 
wendig, um das Filzwerk in Einzelteile aufzulésen. 


Zusammenfassung. 

Kollagen zeigt elektronenmikroskopisch eine rhythmische Querstruk 
tur. Die Periode setzt sich aus einem dunklen und einem hellen Abschnitt 
zusammen. Normalerweise sind in dem dunkeln Abschnitt zwei $-Schei 
ben zu finden, welche fiir den Zusammenhalt im Molekulargefiige des 
Kollagens verantwortlich sind. Diese §-Scheiben zeichnen sich durch 
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Warmeempfindlichkeit sowie durch Affinitat zu Osmium und Wolfram 
aus. Normale Kollagenfibrillen iiber 65° C erhitzt, verkiirzen sich unter 
Verbreiterung, da die §-Scheiben ,,schmelzen“‘ und das geordnete Mole- 
kulargefiige zu einem Filzwerk zusammenbricht. Mechanisch und chemisch 
|iBt sich dieser Strukturwandel beeinflussen. 
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Anmerkung bei der Korrektur. 


Durch das Entgegenkommen von Herrn Professor Scumitt, Cambridge/ 
Massachusetts — wofiir ich auch an dieser Stelle meinen Dank sage — 
hatte ich inzwischen die Méglichkeit, die ausfiihrliche Veréffentlichung 
von F, O. Scumitt, C. E. Hatt und M. A. Jakus [J. Cellul. comparat. 
Physiology 20, 11 (1942)| iiber ihre elektronenmikroskopischen Unter- 
suchungen der Kollagenstruktur kennenzulernen. 

Die amerikanischen Autoren haben gleichfalls hitzegeschrumpftes Kol- 
lagen elektronenmikroskopisch untersucht. Im Gegensatz zu den oben 
geschilderten Befunden haben sie aber keine wesentliche Veranderung der 
Querstreifung feststellen konnen. Ihre Praparation war vollig verschieden 
von der unsrigen. Sie haben einerseits Streifen von Ochsen- oder Ratten- 
schwanzsehnen einer Warmewirkung bis zur maximalen Verkiirzung 
ausgesetzt und mittels Trypsin aus der entstandenen, zahen Masse Fi- 
brillen isoliert, anderseits einzelne Fibrillen auf dem Objekttragerfilm in 
einem Tropfen Wasser bis 80°C und auch bis go® unter Auftrocknung 
in einem Milieu von 110° erhitzt. Nur weitere Untersuchungen kénnen 
klaren, ob die widerspruchsvollen Befunde auf Unterschiede in der Pra- 
parationstechnik zuriickzufiihren sind. Die Verwendung von Ultraschall 
zur Isolierung der Fibrillen erklart keinesfalls den Formenreichtum der 
oben geschilderten Befunde. 





Untersuchungen iiber den Wassergehalt 
des Haares. 


Von 
Tu. Locute und H. BRavucKHOoFF. 


( Eingegangen am 9: Mai 1947.) 


Wie alle anderen Faserstoffe ist auch das Haar und ganz besonders das 
menschliche Haar ein hygroskopisches Gebilde. Sein jeweiliger Wasser 
gehalt hangt von der relativen Feuchtigkeit der umgebenden Luft ab; 
wird die Luft trockner, gibt es Wasser ab, wird die Luft feuchter, nimmt 
es Wasser auf, und zwar immer solange, bis wieder Feuchtegleichgewicht 
zwischen Haar und umgebender Luft vorherrscht. Der Vorgang vollzieht 
sich im allgemeinen innerhalb weniger Minuten, fiir starke Austrocknung 
hingegen benotigt das Haar erheblich langere Zeit, und umgekehrt nimmt 
auch ein stark ausgetrocknetes Haar nur triage wieder Wasser auf. Der 
Wassergehalt des Haares laBt sich gewichtsanalytisch leicht bestimmen. 
Erhitzt man Haare auf etwa 110°, so erhalt man das Gewicht der nahezu 
vollig ausgetrockneten Haare. Durch Wagungen bei verschiedenen rela- 
tiven Feuchtigkeiten laBt sich dann leicht die Feuchtegleichgewichtskurve 
fiir das Haar aufstellen. 

Nach den Untersuchungen von CHAMBERLAIN und SPEAKMAN [1] be- 
tragt der maximale Wassergehalt (also bei 100% relativer Feuchte) des 
Haares 31,18°/, des Trockengewichtes. Aus den Ergebnissen dieser Autoren 
geht ferner hervor, da®B die Zunahme des prozentualen Wassergehaltes 
fiir gleiche Feuchtigkeitsintervalle in hdheren Feuchtigkeiten etwas gréBer 
ist als in niederen Feuchtigkeiten, und daB bei abnehmender Feuchtig- 
keit die Wassergehaltswerte allgemein héher ausfallen als bei zanehmender 
Feuchtigkeit. Diese als Hysteresis auch bei anderen Fasern bekannte 
Erscheinung konnte auch in eigenen Versuchen bestatigt werden [2]. 
Letztere wurden noch erginzt durch nachstehend wiedergegebene Ver- 
suchsreihe. 

Mit drei Haarbiindeln wurden Versuche durchgefiihrt in der Weise, da 
die Feuchtegleichgewichtswerte zum Teil in unerhitztem Zustand, zum 
Teil nach Erhitzung der Haarbiindel auf verschieden hohe Temperaturen 


{1] Z. Elektrochemie 37 (1931). 
{2] Braucknorr, H.: diese Z. 315, 162 (1944). 
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ermittelt wurden [1]. Aus den Versuchsergebnissen lassen sich folgende 
SchluBfolgerungen ziehen: 

1. Die Beziehung zwischen Wassergehalt des Haares und relativer Luft- 
feuchtigkeit bleibt auch nach starker Erhitzung unverandert. 

2. Die Hysteresis nimmt unter dem EinfluB der Hitzeschadigung zu, eine 
Erscheinung, wie sie auf hygrometrischem Wege auch bei chemisch 
geschadigtem Haar festgestellt werden konnte. 

Da fiir die Volumquellung in hohem MaBe die in Langs- und Quer- 
richtung des Haares wirkenden elastischen Krafte maBgebend sind, diirfte 
die Verstarkung der Hysteresis sicher auf der durch die Schadigung be- 
dingten Verschlechterung der elastischen Eigenschaften beruhen. 

Die Versuchsergebnisse fiir die drei untersuchten Haarbiindel sind in 
Tabelle 1-3 wiedergegeben: 

Tabelle 1. Der prozentuale Wassergehalt von Haaren bet drei verschiedenen 
Feuchtigkeiten vor erfolgter Erhitzung. 





relative Feuchte | Wassergehalt in Prozent des Trockengewichtes 








*le Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 








74 17,8 16,9 16,2 
58 12,7 11,8 11,4 
32 7:9 6,9 6,5 


Tabelle 2. Der prozentuale Wassergehalt von Haaren bei verschiedenen Feuchtig- 
heiten nach erfolgter Erhitzung. 





Wassergehalt in Prozent des Trockengewichtes 


relative Feuchte 


; Nr. 2 | Nr. 3 Nr. 1 
lo nicht erhitzt 4stiindige Erhitzung istiindige Erhitzung 
auf 150°C auf 175°C 











73 16,4 15,8 | 16,7 
56 11,5 11,3 $2.3 
32 7,3 6,4 7:7 
24stiindige Austrocknung tiber Chlorcalcium. 
32 6,2 5,5 6,6 
55 9,8 9,3 9,9 
76 15,7 14,7 15,2 
Hysteresis. 
76 1,3 1,7 2,2 
56 1,5 1, 2,0 
32 1,1 a, 1,1 


{1] Es konnten auch fiir ezwze/ne Haare Waigungen mit ausreichend hoher 
Genauigkeit auf der Schnelldampfungswaage von Sartorius durchgefiihrt werden. 
Da aber die Haare sich wahrend der Wagung zu rasch an die in dem Wageraum 
vorherrschende Feuchtigkeit angeglichen hatten, wurde die Verwendung von 
Haardiindeln vorgezogen, zumal da die Wagung letzterer immer in dem Raum, 
in dem die Haarbiindel sich an die betreffende Feuchtigkeit anglichen, vor- 
genommen werden konnte. 
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Tabelle 3. Der prozentuale Wassergehalt von Haaren bei verschiedenen Feucht); 
heiten nach Erhitzung der Haarbiindel 3 auf etwa 195° C. 





Wassergehalt in Prozent des Trockengewichtes 
relative Feuchte 


% Nr. 2 Nr. 3 
nicht erhitzt 1 stiindige Erhitzung auf 195° ( 





20,8 18,5 
17,4 16,5 
11,4 11,1 
755 6,8 


24stiindige Austrocknung tiber Chlorcalcium 


6,0 
9,9 
15,7 


Hysteresis 


76 2,7 
50 ‘ 1,8 
30 0,9 


Unter Beriicksichtigung aller Fehlerméglichkeiten, insbesondere des 
Umstandes, daB die relative Feuchtigkeit sich wahrend der Angleichzeit 
der Haare mitunter bis zu 2°, anderte, kénnen Fehlergrenzen von etwa 
+ 0,3°% maximal angenommen werden. 


Durch diese Versuche erhalt man ein gutes Gesamtbild iiber die hygro 
skopischen Eigenschaften des Haares. Besonders anschauliche Ergebnisse 
werden erzielt, wenn man nur wenige Haare untersucht und beim Quell 
vorgang besonders auch die Komponenten in Langsrichtung und Quer 
richtung des Haares beriicksichtigt. 


Fiir sehr genaue Wagungen kam die Schnelldampfungswaage von 
Sartorius in Betracht. Allerdings konnte die Wagung immer nur bei der 
im Raume gerade vorherrschenden Feuchtigkeit vorgenommen werden. 

Tabelle 4 gibt das Ergebnis von Wagungen wieder, die fiir auf ver- 
schieden hohe Temperaturen erhitzte Haare durchgefiihrt wurden. Bei 
diesen Versuchen kam es nicht auf den Absolutwert an, sondern auf die 
Ermittlung der Hysteresis. Die Wagungen erfolgten daher in der ersten 
Versuchsreihe nach 16stiindiger Austrocknung iiber Chlorcalcium, in der 
zweiten Versuchsreihe nach Bendssung, jedesmal natiirlich nach Anglei- 
chung an Zimmerfeuchte, die 62°, betrug. 
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Tabelle 4. Haarwdgungen nach verschieden starker Erhitzung von etwa 10 Haaren 
bet 62% relativer Feuchte. 




















Gewicht nach Gewicht 







Erhitzungs- sain O 
: Erhitzungs- Finan 16stiind. Austrocknung nach Benassen | Hysteresis in °, 
Nr. Dauer tiber Chlorcalcium der Haare des Gesamt- 
gewichtes 
°C mg mg 






















1 | nicht erhitzt | nicht erhitzt 17,20 17,40 0,145 
2 4 Std. 140 43,85 44,55 0,156 
3 4 Std. 160 36,35 37,05 0,188 
4 1% Std. 175 19,4 19,75 0,178 










Bekanntlich erweist sich das weibliche Kopfhaar als besonders geeignet 
als FeuchtemeBelement im Hygrometer. Fiir den ganzen Feuchtigkeits- 






bereich andert sich beim normalen Haare die Lange um etwa 1,7 bis 
2,0% [1]. Bemerkenswerterweise ist die spezifische Langenanderung in 
héheren Feuchtigkeiten geringer als in niederen Feuchtigkeiten. Diese 
Erscheinung steht im Gegensatz zu den auf S. 1 erliuterten Ergebnissen 







iiber den Verlauf der Feuchtegleichgewichtskurven, ist aber leicht ver- » 
standlich, wenn man die bedeutenden der Lingung entgegenwirkenden * 





elastischen Krafte beriicksichtigt. 







Prozentual merklich héhere Werte als die Langsquellung besitzt — be- it 
sonders bei héheren Feuchtigkeiten — die Querquellung. Es wurde an einer oa 
Anzahl von Kopf- und Barthaaren im Mikroskop die Dickenquellung er- = 
mittelt. 

Uber die mikroskopische Messung ware folgendes zu sagen: == 





Am trockenen Haare kann man keine zuverlassigen Messungen vornehmen, 
weil sich nicht kontrollieren 1aBt, ob das Haar glatt auf der Unterlage aufliegt. es 
Das Haar kénnte auch Langsdrehungen aufweisen. 






Die Haare, die unter das Mikroskop gebracht werden, diirfen nicht zu lang 
sein. Es besteht die Gefahr, da das Haar an einer Stelle gedehnt war und dann 
geringe Bewegungen im Wasser ausfiihrt [2], oder der Wassertropfen ist zu groB ee 
und das Haar schwimmt fort. Das hat dann den Nachteil, daB man die Stelle, 
deren Breite gemessen werden soll, nicht wiederfindet. 






Am besten ist es daher, kurze Haarstiicke von wenigen mm Linge in Xylol 
oder Benzol, das den Vorteil bietet, daB das Haar entfettet wird, zu untersuchen 
und die Messung an einem z. B. schrag (nicht quer) abgeschnittenen Schaftende 
vorzunehmen oder an einer Markinsel von bestimmter Lange. Von dem geraden 
Aufliegen des Haares auf dem Objekttrager iiberzeugt man sich durch sanftes 
Aufdriicken der Prapariernadel auf das Deckglas. Der Markstrang muB stets 
genau in der Mitte des Haarschaftes liegen und beide Rander dieselbe Scharfe 
zeigen. Nachdem das Xylol oder Benzol mit FlieSpapier abgesaugt ist, legt man 















[1] Uber die Langsquellung und deren Ermittlung siehe auch Brauckuorr, H.: 
diese Z. 317, 159 (1944). 

[2] Ebenfalls fiihren erhitzte Haare bei Beriihrung mit Wasser mikroskopisch 
sichtbare Bewegungen aus. 
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das Praparat auf die leicht angewarmte Ofenplatte, damit das noch im Haar 1 
findliche Xylo] verdampfen kann. Dann erst kann man das Wasser zusetzen, das 
am vorteilhaftesten zimmerwarm ist, und zwar kleine Tropfen mittels eines diinne 
Glasstabchens am Rande des Deckglaschens. War der Wassertropfen zu gro|} 
so da das Haarstiick fortschwimmt, so schadet das nichts, denn die Stelle, die 
gemessen werden soll, ist ja leicht wiederzufinden. Man bedeckt nun das ganze 
Deckglaschen mit FlieSpapier und saugt damit das tiberquellende Wasser ab. 

Damit ist das Praparat zur Messung des Quellungszustandes fertig. Man lilt 
zweckmabig das Priaparat einige Minuten liegen, um sicher zu sein, daB de: 
Quellungszustand des Haares sich nicht mehr Andert. 

Will man den Quellungszustand von Barthaaren messen, so benutzt man 
. ebenfalls kurze Haarstiicke. Bei sehr dicken Haaren ist zu bedenken, da das 
Haar mehrkantig sein kann und nicht mit der gréBten Flache der Unterlage 
aufliegt. Man erkennt dies daran, daB in solchen Fallen der Markstrang nicht 
genau in der Mittellinie liegt. In solchen Fallen bleibt nichts anderes iibrig, als 
ein neues Stiick vom Haar mit der Rasierklinge abzuschneiden und zu priifen, 
ob die Lage des Haares allen Anforderungen entspricht. 


Tabelle 5. Die Mefergebnisse der Dickenquellung fiir mehrere Haare. 





des trockenen Haares! des nassen Haares 
mm mm 
(in Xylol) (in Wasser) 


Haarsorte 





Haarspitze von 4 jahrigem Kinde ... . 0,0081 0,011 
beschadigte Haarspitze bei 4 jahr. Kinde. 0,019 0,027 
Haarspitze bei 8 jahrigem Kinde... . . 0,011 0,014 
Haarspitze bei 3 jahrigem Kinde... . . 0,022 0,037 
0,032 0,041 
gelbes Haar einer erwachsenen Person. . . 0,070 0,077 
Kopfhaar bei 4 jahrigem Kinde .... . 0,073 0,081 
0,078 0,087 
Kopfhaar einer erwachsenen Person .. . 0,095 0,103 
0,097 0,108 
0,100 0,108 
AE sis 6 iii A ec teh oe 5 ates in cig ks eae 0,116 0,130 
0,127 0,146 
0,130 0,146 
0,135 0,151 


Mit der Dicke des Haares nimmt demnach der Absolutwert der Quel- 
lung zu. 

Die auBere Spitze eines Kinderhaares zeigt die Quellung um 0,0027 bis 
0,0054 mm. Bei Schaftbreite 0,054 bis 0,081 betragt die Quellung 0,0054 
bis 0,0081 mm. 

Bei Schaftbreite 0,081 bis 0,108 mm betriagt die Quellung 0,0081 bis 
0,011 mm. 

Bei Schaftbreite 0,108 bis 0,135 betragt die Quellung 0,014 bis 0,019 mm. 
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Die prozentuale Dickenzunahme betragt somit meist 10 bis 15%, bei 
der Spitze des Kinderhaares 20 bis 30°%, [1]. 

Die Wasseraufnahmefahigkeit des Haares wird stark beeinfluBt nicht 
nur durch die Breite der Rinde, sondern auch durch die Breite des Mark- 
stranges, der, wie die mikroskopische Untersuchung lehrt, grobe Luft- 
riume enthalten kann. 

Bei allen Messungen betrug die Dickenquellung etwa 1o bis 15%, der 
Dicke. Da bei Quellung von zimmerfeuchten Haaren bis zur vélligen Sat- 
tigung die Langenanderung rund 1°, betriigt, erhalten wir somit fiir die 
Quellungsanisotropie einen Wert von 10 bis 15°. Die Quellungsanisotropie 
nimmt also mit héheren Feuchtigkeiten zu, entsprechend der Abnahme der 
spezifischen Langsquellung und der Zunahme der spezifischen Volum- 
quellung. Berechnet man die Dickenquellung aus den Werten der Tabellen 1 
bis 3, so ergeben sich ahnliche Werte. Fiir unerhitzte Haare (Haarbiindel 2) 
errechnet sich fiir den Feuchtigkeitsbereich 30 bis 90°% eine Dickenquel- 
lung von 12%,, fiir auf 190 bis 200° erhitzte Haare (Haarbiindel 3) fiir den 
gleichen Feuchtigkeitsbereich eine Dickenquellung von rund 10%. Da bei 
letzteren Haaren die Langsquellung um etwa den doppelten Wert zu- 
genommen hat [2], sinkt demnach die Quellungsanisotropie um etwa die 
Halfte ihres urspriinglichen Wertes im gleichen Feuchtigkeitsbereich. 

Letzteres Ergebnis steht im Einklang mit den Untersuchungsbefunden 
von ZAHN, der ebenfalls an hitzegeschadigten [3] wie auch an siure- 
geschadigten Haaren [4] bei anderen Versuchsbedingungen bei erheblicher 
Zunahme der Langsquellung eine dementsprechende Abnahme der Quel- 
lungsanisotropie gefunden hat. Nach unseren Untersuchungen hat jede 
Schadigung eine Zunahme der spezifischen Langsquellung zur Folge, und 
zwar am stairksten immer bei héheren Feuchtigkeiten. 

Auf Grund obiger Versuchsergebnisse kénnte man annehmen, dab 
auch im Hygrometerversuch die Hysteresis einen Einflu® auf die Lingen- 
inderung der Haare ausiibt. Es wire also zu erwarten, daB im Hygrometer 
bei einer relativen Feuchtigkeit, die beispielsweise zwischen 50 und 70°%, 


{1] Letztere Ergebnisse miissen allerdings als unsicher angesehen werden, denn 
wenn z. B. bei der sehr diinnen Spitze eine Dickenzunahme von 4 auf 5 Teil- 
striche bei der Betrachtung im Okularmikrometer des Mikroskopes bei 370- 
facher VergréSerung erfolgt, so ist es einleuchtend, daB ein MeBfehler von weni- 
gen Zehnteln Teilstrichen das Mefergebnis betrachtlich tauschen kann. Hinzu 
kommt, da gerade an der Spitze auch Drehungen des Haarschaftes, die hier 
unzweifelhaft gesehen wurden, zu Fehlschliissen fiihren kénnen, zumal da die 
Spitze infolge ihrer Feinheit unter dem Deckblatt sich frei bewegen kann. Nach 
Pinkus soll der Querschnitt der Haarspitze rund sein, bei Drehungen treten aber 
Ausnahmen auf. 

{2] Locus, Tu. u. H. Brauckuorr: diese Z. 316, 374 (1944). 

[3] Zann, H.: Naturwissen. (1943), Heft 11/13. 
[4] Zann, H.: Melliand-Textilber. (1942), Nr. 12, 577. 
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liegt, die Anzeige bei sinkender Feuchtigkeit héher liegt als bei Steigen der 
Feuchtigkeit. Wie aber zahlreiche Erfahrungen bei hygrometrischen Mes 
sungen zeigen, ist das Gegenteil der Fall. Das Haar erfahrt unter dem Ein. 
flu8 der Austrocknung eine Langung (in der Hygrometerpraxis spricht 
man von einer Degeneration des Haares), die sich im Hygrometer am 
starksten bei wieder steigender Feuchtigkeit bemerkbar macht und erst 
bei Annaherung an den Sattigungspunkt wieder riickgingig wird. Wir 
erkennen in dieser Erscheinung sicher die erste Stufe eines innermole- 
kularen Umwandlungsprozesses unter dem EinfluB des im Haare ent- 
haltenen Wassers; man muB also annehmen, daB bei Austrocknung die 
Molekiilketten des Haares sich verlangern und dementsprechend bei 
gleichzeitiger Querschnittsverminderung (analog zur mechanischen Deh- 
nung) eine Langung des gesamten Haares stattfindet. Die Langung hang 
von Starke und Dauer der Austrocknung ab und betragt im allgemeinen 
etwa.15 bis 20% der durch Quellung bedingten Langenanderung. Wird 
beispielsweise ein Haarhygrometer mehrere Stunden hindurch einer 
relativen Feuchtigkeit von 30% ausgesetzt, so zeigt es bei wieder steigen- 
der Feuchtigkeit etwa 4 bis 5° héhere Werte im Vergleich zum wirk- 
lichen Feuchtigkeitswert an, als vorher bei sinkender Feuchtigkeit nach 
EinfluB gesattigt feuchter Luft auf das Hygrometerhaar bei gleicher 
Feuchtigkeit [1]. 

Die durch Streckung der Molekiilketten bedingte Langung wiirde noch 
gréBere Werte aufweisen, wenn nicht das infolge der Hysteresis etwas ge- 
ringere Quellvolumen bei steigender Feuchtigkeit ebenfalls wirksam wire 
und ersterem Effekt entgegenwirken wiirde. Erfolgt durch thermische oder 
chemische Einwirkung eine Schadigung des Haares, so nimmt die Hyste- 
resis zu. Die Zunahme der Hysteresis kann erstens durch genaue Wagun- 
gen ermittelt werden (vgl. Tabelle 2 bis 4), zweitens aber auch im Hygro 
meterversuch, Im letzteren Falle wird nach Austrocknung bei wieder 
steigender relativer Feuchtigkeit eine geringere Langenzunahme beobach- 
tet als beim normalen Haar. Wenn bei sehr starker Schadigung schlie’- 
lich die Hysteresis iiberwiegt, so beobachtet man bei einer bestimmten 
relativen Feuchtigkeit nach Austrocknung eine geringere Haarlange als 
nach Benidssen des Haarstranges. Zusammenfassend laBt sich sagen: 
Wenn in mittleren Feuchtelagen, die z. B. 60% betragen, ein Haarhygro- 
meter nach vorheriger Haarsittigung die relative Feuchtigkeit genau 
richtig anzeigt, so weist das gleiche Gerat nach Austrocknung auf 30°, 
relativer Feuchte und weniger und danach erneut auf 60° wieder an- 
steigende Feuchtigkeit gegeniiber dem Sollwert folgende Abweichungen 
auf: 

{1] Die Firma Wilh. Lambrecht beriicksichtigt diese Tatsache bei der Eichung 


und Justierung von Haarhygrometern, um eine Anzeigegenauigkeit von + 2 bis 
3% méglichst fiir alle Falle gewahrleisten zu kénnen. 
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de r 
les a areustand . Abweic hung der Anzeige in % relativer Feuchte 
‘in im Vergleich zur Anzeige nach vorheriger Sattigung 
cht ungeschiadigt 4-8% 
am maBig geschadigt 0-4% 
rst stark geschadigt -6 bis —2% 
Wir 
yle- Die angegebenen Werte hingen natiirlich vom Grade der Austrocknung 
nt- ab. Die Abweichungen gleichen sich einander an, wenn 60°, merklich 
die iiberschritten und dann erneut erreicht wird (unvollstandige Regeneration, 
bei Hysteresis in enigegengesetztem Sinne). 
eh- Die GroBenordnungen bei diesem Effekt sind gering im Vergleich zu 
igt denen, die man bei mechanischer Dehnung erhilt. Ein ungeschidigtes 
en Haar kann man trocken um etwa 40°,, dehnen. Die Uberdehnung wird in 
ird um so stirkerem Mae wieder riickgingig gemacht, je héher nach Ent 
ler spannung die relative Feuchtigkeit ist. In gesattigt feuchter Luft oder in 
n- Wasser nimmt das Haar wieder seine urspriingliche Lange ein. Umgekehrt 
rk- kann man ein Haar in Wasser um merklich héhere Betriige dehnen, und 
ch zwar bis zu etwa 70°), in heiBem Dampf sogar bis zu 100°,. Das Wasser 
er spielt also fiir die elastischen Eigenschaften des Haares eine sehr groBe 
Rolle, die Streckung und Stauchung der Molekiilketten wird durch Wasser 
ch in hohhem MaBe begiinstigt. 
e Bei Temperaturen, die 100° iiberschreiten, erfolgt bereits nahezu vollige 
re Riickgiingigkeit der Uberdehnung bei Zimmerfeuchtigkeit, vorausgesetzt 
er daB die Erhitzung so plotzlich erfolgt, daB das im Haare enthaltene 
eC Sorptionswasser nicht zum gréBten Teile vorher entweicht. Es ist daher bet 
n- plotzlicher Erhitzung auf 100 bis 140° die Verkiirzung tiberdehnter Haare 
D doppelt bis dreimal so groB als bei allmahlicher Erhitzung auf die gleiche 
al Temperatur, wenn das Sorptionswasser also véllig ausgeschaltet wird und 
1- nur der thermische Einflu®B auf das trockene Haar maBgebend ist [1 
‘ Bei welcher Temperatur eine Schadigung des Haares einsetzt, hingt 
“ ebenfalls vom Wassergehalt des Haares ab. 100° heiBes Wasser schadigt 
Is bereits bei kurzer Einwirkung das Haar. So wurde nach halbstiindiger Ein 
“ wirkung von 100° heiBem Wasser eine Zunahme der Longitudinalquellung 
¥ von 2,0 auf rund 2,3°,, beobachtet bei gleichzeitig geringer Abnahme der 
” Bruchdehnung, wiahrend nach Einlegen der Haare in 70° heiBes Wasser 
0 eine Zunahme der Langsquellung auf nur 2,1°,, erfolgte. 
P Halt man das Haar kurze Zeit in 100° heiBen Wasserdampf gedehnt 
, und entspannt dann das Haar in heiBem Dampf, so findet eine Schrump 
fung bis zu 30°, unter die urspriingliche Lange statt (Superkontraktion). 
g Halt man das Haar lingere Zeit in heiBem Dampf gespannt, so ertolgt 
‘s 





[1] Locute, Tu. u. H. Brauckunorr: diese Z. 316, 374 (1944). 
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eine Fixierung (permanent-set), die in heiBem Dampf um so langsa: 

wieder riickgingig gemacht wird, je langere Zeit hindurch das Haar 

heiBem Dampf gespannt war. Die Erscheinungen des permanent-set und 
der Superkontraktion sind zunichst von AstpurY und Woops eingehend 
untersucht. AstpuryY bezeichnet das ungedehnte Keratin als «-Keratin 
das gedehnte Keratin als 6-Keratin. In neuerer Zeit wurde ferner ins 
besondere von Nowotny und ZAHN einerseits, von Locute und Bravuck 
HOFF andererseits auf diesem Gebiete gearbeitet. Mittels réntgenographi 
scher Messungen konnte anschaulich gezeigt werden, in welchem Mal 
die Micellorientierung bei fortschreitender Dampfung in entspanntem 
Zustande abnimmt. Im Hygrometerversuch wurde die fiir jede Schadigung 
charakteristische Zunahme der Langsquellung festgestellt, die ferner 


parallel mit dem Orientierungsverlust in jeder Versuchsreihe geht. Super 


kontrahierte Haare mit besonders starker Desorientierung zeigen daher 
auch einen dementsprechend héheren Quellungswert in Langsrichtung 
des Haares, desgleichen aber auch durch sehr lange Dampfeinwirkung 
starker geschadigte Haare mit weniger hohem Orientierungsverlust. 

Charakteristisch sind auch die mikroskopischen Befunde fiir die 
dehnten Haare (Lockerung der Cuticula infolge der Dehnung, einzeln: 
isolierte Markzellen mit Halbmond- oder Mondsichelform). 


Zusammenfassung. ‘ 


Das vom Haare aufgenommene Wasser hat folgende Einwirkung auf 
das Haarkeratin: 

1. Das Haar quillt bei Wasseraufnahme um merkliche Betrage, und 
zwar am stiarksten in der Querrichtung des Haares. 

2. Unter dem Einflu8 des Wassers finden innermolekulare Umwand 
lungsprozesse statt, die besonders beim staérker gedehnten Haare in Er 
scheinung treten und sich in einer Wiederzusammenziehung der Mole 
kiilketten duBern. In bedeutend geringerem MabBe ist letztere auch bei 
durch Austrocknung degenerierten Haaren zu beobachten. Die mechani 
sche Dehnung wird in Wasser merklich erleichtert. 

3. HeiBes Wasser fiihrt zur Schadigung der Molekiilketten und grund- 
legenden Veranderungen im Haarkeratin, und zwar besonders bei gleich- 
zeitiger Dehnung des Haares, 
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Der Schafbestand der Welt betrigt etwa 700000000 Stiick, die Gesamt- 
wollerzeugung jaihrlich 1750000000 kg Wolle [1]. 1937 erzeugte das Alt- 
reich 20 200000 kg Wolle [2] und fiihrte auBerdem noch etwa 143 000000 kg 
imWerte von 3/,Milliarden RM ein [1]. Die Wolle ist also ein teurer Rohstoff; 
sie einzufiihren kostet Deutschland viel Fremdgeld. Deshalb ist es volks- 
wirtschaftlich wichtig, unsere Wollvorrate vor dem Verderben zu schiitzen. 







Der Schadlingsforscher kampft dabei vor allem gegen den wichtigsten 
Zerstorer tierischer Haare, die Kleidermotte Tineola biselliella Hum. [3] [4]. 

Die Nachkommen eines Weibchens der Kleidermotte kénnen bei 20 
in einem Jahr 110 kg Wolle fressen. Bei 30° entstehen drei Geschlechter- 
folgen mehr; der Schaden wachst dadurch auf 2 Millionen kg Wolle [5] [5a]. 
Diese Zahlen sind allerdings nur nach Versuchen errechnet. Sie sollen 
lediglich zeigen, daB unter giinstigen Bedingungen sehr groBe Wollmengen 









vernichtet werden kénnen, sofern man sie nicht fachminnisch betreut. 
Wenn in Handel und Wirtschaft die Verluste nicht diese hohen Zahlen er- 
reichen, so liegt das nur an gliicklichen Umstianden, die planmaBig herbei- 







zufiihren das Ziel unserer Arbeit ist. 
Immerhin schitzt E. MeckBacu [3], daB wenigstens 1°, der Wolle, die 
sich im Gebrauch befindet, schlieBlich den Kleidermotten zum Opfer fallt. 





Der tatsichlich angerichtete Schaden ist aber noch viel gr6éBer. ,,Denn 
was bedeutet der Wert der weniger als 1/1) g betragenden Menge Wolle, 
die von einer Mottenraupe verzehrt wird, wenn sie in einen neuen Anzug 
ein Loch friBt, im Vergleich zu dessen Wert! Und welche gewaltigen Wert- 
minderungen entstehen durch die Tiere jahraus, jahrein an echten Tep- 
pichen und Polstermébeln!‘‘[3]. Hollandische Wolleinfiihrer meldeten so- 








gar Ofters Verluste bis zu 25°, der gelagerten Wolle! 

Was mit den erwahnten gliicklichen Umstanden gemeint ist, ergibt sich 
aus folgender Beobachtung Titscuacks. Er benutzte fiir seine Versuche 
eine stark zerfressene, also scheinbar vorziiglich geeignete Herren- 











* Jetzt beide in der Forschungsanstalt fiir landwirtschaftliche Gewerbepfiege, 
Giengen/Brenz. 
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hose [6] [6a]. Aus diesem (scheinbar einheitlichen) Wollgewebe schnitt er 
Stiicke heraus und beschickte sie mit Motteneiern. Aber nur einzelne 
(schmutzige) Gewebestiicke reichten fiir die Mottenzucht aus; auf d 
meisten (sauberen) Stiicken gingen die Raupen ein. Saubere Wolle (Horn 
gleich Keratin! geniigt also nicht, den Kérper der Motte aufzubauen, ob- 
wohl Wolle im Verdauungsschlauch gespalten wird, wie TITSCHACK fest- 
stellte. Ungereinigte geschorene Haare und gerupfte Federn sind dagegen 
ein vorziigliches Mottenfutter. Beim Reinigen muB also etwas schwinden, 
was die Motte sonst befahigt, Haare oder Federn (Horn) zu verwerten?, 
um sich vom Riaupchen bis zum Schmetterling zu entwickeln. 

Das kann ein chemischer Stoff X oder ein Zustand Y sein. Am unwahr 
scheinlichsten ist, daB der Stoff X Arbeit oder Wirme liefert. Denn dann 
brauchte es sich nicht um einen Stoff besonderen Baus zu handeln; viel- 
mehr k6nnte der Stoff X durch jeden anderen arbeit- oder wirmeliefernden 
ersetzt werden, auch durch Horn. Wahrscheinlich ist der Stoff X ein lebens 
notwendiger Baustoff oder ein Stoff, der das angedaute Horn durch di 
Wand des Verdauungsschlauches hindurchfiihrt, entweder indem er die 
Wand durchlassiger macht oder indem er die Hornbausteine weiter auf- 
spaltet oder sie sonstwie befihigt, die Darmwand zu durchdringen. Der 
Stoff X kann entweder ein Einzelstoff sein oder ein Stoffgemisch, viel- 
leicht sogar eins, bei dem die Zusammensetzung nach Art und Ma®B ab- 
gestimmt sein muB. 

Der Zustand Y kann nur solange eine Rolle spielen, wie die Wolle noch 
vor dem Abbau steht; er kann sich also nur darauf beziehen, ob die Wolle 
gefressen oder ob sie im Verdauungsschlauch verarbeitet werden kann. 

SchlieBlich besteht die Méglichkeit, daB die Motte sowohl an den Zu- 
stand ihres Futters als auch an seine stoffliche Zusammensetzung un- 
abdingliche Forderungen stellt. DaB dem so ist, zeigten unsere Versuche. 
Allerdings stellt die Motte an den Zustand viel geringere Anspriiche als 
an die stoffliche Zusammensetzung des Futters. Denn es geniigte, ge- 


reinigte Wolle mit tierischen oder pflanzlichen Fliissigkeiten zu trainken* 


[8] [9] [ga]. Immer konnten wir Motten darauf ziehen, solange die Wolle fiir 
die Kiefer der Raupen angreifbar blieb. Dagegen konnte Baumwolle die 


1 Horn soll hier die Gesamtheit der Stoffe von Haaren, Nageln, Oberhaut, 
Schildpatt, Fischbein, Federn, Hérnern umfassen (vgl. Hoppe-SEYLER-THIER- 
FELDER, Physiologisch- und pathologisch-chemische Analyse, S. 482, Berlin: 
Springer 1924). 

* Denkbar ware auch, da beim Waschen etwas hinzukommt. Diese Méglich- 
keit lieB sich aber leicht durch einige Versuche ausschlieBen. 

3 Erst TitscHACcK ermoglichte es, Motten planmafig aufzuziehen; man kann 
nach Wunsch ihr Gewicht zwischen 0,23 und 14,0 mg regeln, Grobe, Entwick- 
lungsdauer und Hundertsatz der gewonnenen Tiere willkiirlich herbeifiihren. 
Das war die Grundlage fiir alle Arbeiten, die anstrebten, Wolle durch chemi- 
sche Behandlung zu schiitzen (Eulan der I.G.-Farbenindustrie). 












k- 
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Wolle nicht ersetzen. Der Stoff X allein reicht also ebensowenig wie die 
Wolle aus, sondern beide miissen zusammenwirken, sich wechselseitig er- 
ginzen, damit sich die Motten entwickeln kénnen. 

Trankt man z. B. einen gereinigten Wollappen einmal mit Vollmilch 
oder Magermilch und trocknet ihn, so kann man Motten darauf ziehen. 
Wilch enthalt also X. Aber wenn man den Lappen mehrmals hintereinander 
mit Vollmilch oder Magermilch trankt und trocknet, so entwickeln sich 
keine Motten mehr darauf. Offenbar verkleben die Wollfasern oder wer- 
den nicht wieder so spréde, daB die Raupen sie mit ihren Kiefern zerbrechen 
kénnen. Also kann auch der Zustand Y die Verwertbarkeit begrenzen. So- 
bald X im ,,Schmutz‘‘ auf die Wolle gerat, ohne daB die Wolle unfreBbar 
wird, kénnen sich Motten darauf entwickeln. Das erklart, weshalb auf 
Lagern (schmutzige) Rohwolle durch Mottenfraf stark leidet, dagegen 
verarbeitete (reine) nicht oder nur wenig. 

Der Wissenschaftler begniigt sich aber nicht mit diesem Ergebnis. Er 
will wissen, welche Verbindungen man der reinen Wolle zusetzen mub, 
damit Mottenraupen wachsen und sich voll entwickeln kénnen. Wenn man 
X kennt, so kann man es voraussichtlich in der Rohwolle und in der be- 
schmutzten Wolle durch Ausziehen oder Umwandeln unwirksam machen 
und so die Wolle schiitzen. Um X kennenzulernen, kann man zwei Arten 
von Versuchen anstellen. Man kann reine Wolle ,,beschmutzen‘: 

1. mit bekannten Stoffen, die der Rohwolle beim Waschen vermutlich 

entzogen werden, 

2. mit wirksamen KOrperfliissigkeiten oder Ausziigen, aus denen man X 

abzutrennen sucht. 
Ob X in einer beschmutzten Wollprobe vorliegt, la8t sich nur durch einen 
Fiitterversuch entscheiden, den man auf die ganze Entwicklungszeit aus- 
dehnen muB. 





Grundversuch. 

Man knetet etwa 5 ccm Fliissigkeit mit den Fingern in ein Wollappchen,! 
bis es véllig gleichmaBig durchtrankt ist. Dann 14Bt man es freihangend 
an der Luft trocknen, wobei man es entweder mit einem ReiSnagel an die 
Tischkante oder mit einer Stecknadel an eine Schnur heftet. Jeden Zucht- 
behalter? beschickt man mit 25 Motteneiern und stellt ihn in den Brut- 
schrank, der standig 25 oder 30° C warm sein muB. Nach 28 Tagen sieht 
man zum erstenmal nach. Die Priifung ist beendet, wenn in den Gegen- 
versuchen an verwertbarer Wolle die meisten Schmetterlinge geschliipft 
sind. 

1 Etwa 9,5 cm lang, 4,0 cm breit und 0,9 g schwer. 

2 Petrischale: 2,1 cm hoch, 7,3 cm Innendurchmesser, 7,8 cm AuSendurch- 
messer, mit einem Deckel, in dessen kreisférmige Schliffrille der Rand der Petri- 
schale hineinpaBt. 
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Wenn dann die Raupen im Hauptversuch kleiner geblieben oder | 
gestorben sind, so fehlt X. Hierbei besagt ein einzelner entwickelter 
Schmetterling nichts. Das Tier kénnte sich auch von abgestorbenen Mit 
raupen ernahrt haben. 


Sind dagegen auch im Hauptversuch mehrere Schmetterlinge oder e: 
wachsene Raupen entstanden, so ist X zugegen. 


1. Versuche mit bekannten Stoffen. 


a) Stickstoffhaltige Verbindungen: 1%ige Losungen von Ammoniumchlorid 
Harnstoff, Dimethylamin, Urethan, Hippursaure; Verdiinnungsreihen (meist 
0,2% und dinner) von Glykokoll, Sarkosin, «-Alanin, d-«-Aminobuttersiure, 
Norvalin, dl-Valin, Ornithin, Norleucin, Isoleucin, Leucin, Lysin-dihydrochlorid, 
Asparaginsaure, Glutaminsaure, ($-Oxyglutaminsdure, d-Arginin, — Kreatin, 
Kreatinin, Asparagin, dl-Serin, Cystein, Cystein-hydrochlorid, Cystin, dl-Methio 
nin, ]-Glutathion, dl-@-Phenyl-«-alanin, ]-Tyrosin, 1-8-3.4-Dioxyphenyl-x-alani: 
1-3.5-Dijodtyrosin, Histidin, ]-Prolin, 1-4-Oxyprolin, Tryptophan, dl-Thyroxin: 
Verdiinnungsreihen von Gelatine und Ei-Albumin ,, Merck‘ in 10 Verdiinnunge: 
Aufschlammungen) von 3% bis herab zu 0,0062%!. 

b) Fette und Fettverwandte: Benzolische Verdiinnungsreihen von 1,5 oder 1°, 
bis 0,1% von Japanwachs, Bienenwachs, Carnaubawachs; Margarine, Leindé| 
Lanolin, Olsaure, Stearinsaure. 

c) Paraffine: Benzolische Verdiinnungsreihen von 1,5 oder 1 bis 0,1% von 
Paraffinél, Vaselin, Paraffin. 

d) Kohlenhydrate und Verwandte: Verdiinnungsreihen von 1,5 oder 1 bis 0,1, 
von Starke (in kaltem Wasser aufgeschlammt), Starkekleister, Dextrin, Roh: 
zucker, Milchzucker, Traubenzucker, Mannit, Glycerin. 

e) Anorganische Stoffe: Kiinstliche SchweiSsalzlésung (in 11 Wasser wurde: 
gelést oder aufgeschliammt: 5,2 g Natriumchlorid, 1,0 g Calciumcarbonat, 0,25 ¢ 
Magnesiumchlorid, 1,0 g Natriumphosphat), die gleiche kiinstliche SchweiBsalz- 
lésung mit je 0,05 g Ejisenchlorid und Eisenchloriir; Bestandteile der Milch 
Kaliumchlorid, Dikaliumphosphat, Kaliumcitrat, Natriumchlorid, Monocal- 

ciumphosphat, Dicalciumphosphat,. Tricalciumphosphat, Calciumcitrat, Cal 
cium in Kasein, Dimagnesiumphosphat, Magnesiumcitrat) teils gelést, teils aui 
geschlammt. 

f) Vitamine: 0,01% Vitamin B, in Wasser, davon g Verdiinnungen jeweils 
auf die Halfte; Vitamin C in Lésungen von 0,01% und 0,001%. 

g) Mischungen: Die aufgezahlten Stoffe priiften wir einzeln und gruppen 
weise in Verdiinnungsreihen; ebenso priiften wir die Schweifsalzlésungen mit 
den genannten stickstoffhaltigen Stoffen, den Fetten und den Kohlenhydraten 
zusammen. 


Obwohl wir iiber viele Jahre immer neue Stoffe und Stoffgemische ge 
priift haben, fanden wir nirgends X. Es war auch wenig wahrscheinlich, 
auf diesem Wege zum Ziel zu kommen. Denn der Wolle konnten statt eines 
Stoffes mehrere fehlen, darunter auch unbekannte. SchlieBlich kénnten 
ganz bestimmte Mengenverhiltnisse erforderlich sein. 


1 Dagegen reicht Vollei, mit Zucker gequirlt und getrocknet, aus, Motte! 
auch ohne Wolle aufzuziehen. 
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2. Stoffwechsel-bezogene Versuche. 


Wir wissen, daB man Motten auch ganz ohne Wolle (Horn) auf X 


haltigen Nahrungsmitteln aufziehen kann. Wir konnten also die natiirliche 


Aufspaltung der Nahrung im Korper als Abtrennweg von X ausnutzen, 
wenn X im Stoffwechsel nicht vollstandig zerst6ért wurde. War X im Blut 
vorhanden, so konnten wir die Fliissigkeiten, die aus dem Blut abgeschieden 
werden, namlich Schwei$, Harn, Milch, einzeln auf X priifen. SchlieBlich 
konnte X auch im Kot angereichert sein. 


Weizenmehi. 

Als Beispiel fiir eine Vollnahrung, die (auch ohne Wolle) geniigt, Motten aut- 
zuziehen, die also X enthalt, wahlten wir Mehl [6b]. Wenn X wasserléslich war, 
so muBten waBrige Ausziige aus Mehl reine Wollappchen fiir die Aufzucht von 
Raupen geeignet machen. Das war der Fall. Auch wenn wir das Mehl vor- 
her nacheinander mit reinem Weingeist, Benzol und Chloroform ausgezogen 
hatten, wurde die X-Wirkung nicht abgeschwacht. Wezzenmehl enthdlt also X. 
Das X ist wasserlislich, aber unlislich in reinem Weingeist, Benzol oder Chloro- 
form. 


Blut. 

Die wertvollen Teile der Nahrung gehen ins Blut tiber. Das war auch fiir X zu 
erwarten. Verdiinntes Tierblut! der Gehalte 50% bis herab zu 0,8% macht Wolle 
verwertbar. Blut enthalt also X. 

Unverdinnt dagegen verkrustet Blut den Wollappen und macht ihn unfrebbar 
fiir Raupen. Hier begrenzt also der Zustand. 


SchweiB und Harn. 


Aus dem Blut werden als wertlose Stoffgemische Harn und Schweil}? abge- 
sondert. Trotzdem lag es nahe anzunehmen, daf wir in einer dieser Fliissigkeiten 
das X angereichert finden wiirden. Denn die oben erwahnte Herrenhose hatte im 
Schritt, wo sie am leichtesten von Schwei$ und Harn benetzt wird®, die besten 
Aufzuchtergebnisse geliefert. 

SchweiB: ScHMALFUSsS nahm ein heibes Reinigungsbad, trank heiben Tee, 
legte sich ins Bett und deckte sich warm zu. Den reichlich ausbrechenden Schweib 
lie} er von einem Wollappen* nahe der Oberschenkelbeuge aufsaugen®. Der 
Lappen trocknete dann, an Nadeln freihangend, bei etwa 40° C. Es gelang nicht, 


1 Z. B. der Taube. 

*Zusammensetzung des Schweibes: LAaNpots-RosEMANN, Lehrbuch der 
Physiologie des Menschen, 24. Aufl., S. 400. Berlin und Wien: Urban & Schwarzen- 
berg, 1943. 

3Um Kleidung auf Mottenbefall zu priifen, geniigt es oft (ahnlich wie der 
Trichinenbeschauer zuerst den Schweinenacken wihlt), die genannten Stellen 
und bei Frauenblusen die Achselhéhlen zu betrachten; sind diese unbeschadigt, 
so sind wahrscheinlich keine gréBeren Zerstérungen vorhanden. 

4 Etwa 9,5 cm lang, 4,0 cm breit und 0,9 g schwer, 

5 Bei heftigem und langanhaltendem Schweifausbruch sinkt der Trocken- 
stoffgehalt der ausgeschiedenen Fliissigkeit nach einiger Zeit stark, 


26* 
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auf so behandeltem Wollstoff Motten aufzuziehen: Schwezf ist also iiberras: 
derweise X-fre7!. 

Harn; Wir priiften verdiinnten und unverdiinnten Harn verschiedener M; 
schen, auch den einer Schwangeren. Weder einmal noch mehrmals getriinkt, 
Wollappchen reichten zur Aufzucht von Mottenraupen aus. /farn ist also X-} 


Mitch. 


Motten lieBen sich ziehen, wenn wir Wolle mit Vollmilch (Kuh), Magermilc| 
Molke, aufgeschlammtem Vollmilch- oder Magermilch-Trockenpulver nur einma 
trankten. Milch, sogar Molke, enthalt also X. 

Dagegen lie weder Molkenabtrieb (Destillat bei 760 mm Druck) noch Molke: 
riickstand Motten groB werden, ebensowenig Gemische beider. Auch Vollmilc! 
asche® war X-frei. Langes oder starkes Erhitzen zerstort also X. 

Auch dadurch konnten wir Vollmilchasche nicht wirksam machen, dafs wir si: 
mit so viel Tyrosin, Kreatinin und Leucin oder so viel Ammoniumnitrat versetzten 
wie dem Stickstoffgehalt der Milch entspricht. 


vot. 


Kalt oder heiB hergestellte waBrige Ausziige aus Kot (Pferd) eignen sich bé 
sonders gut, Wollappchen fiir Mottenraupen verwertbar zu machen [5, 7, 8, 9, 10, 
11]. Kot (Pferd) enthdalt also X. 

Pferdekot ist billig und leicht in groBer Menge zu haben. Deshalb fiihrten wi: 
mit Pferdekotausziigen Versuche durch: 

Grundauszug: Man riihrt 4 kg Pferdekot mit 5 1 Wasser an, kocht das Gemisc! 
3 Minuten und driickt es durchs Sieb. Das Durchgedriickte wird gefiltert und aut 
dem Wasserbad von 100° getrocknet. 

Der erhaltene Trockenstoff ist zwar nur z. T. wasserléslich, aber es lést sic! 
genug X fiir die Mottenzucht [5b] [9b]. Der Trockenstoff sollte uns deshalb als 
Ausgangsstoff fiir viele Versuche dienen. 


Trockenstoff aus 34 kg Pferdekot war aber zu unserer Uberraschung 
X-frei. Die groBe Menge Pferdekot war nur langsam zu bewiltigen ge 
wesen. Offenbar hatte sich dabei im Laufe der Wochen das X in der 
waBrigen Lésung zersetzt. Hier hatten Feuchtigkeit und Warme geschadet. 


Priifung der Eigenschaften von X. 


Feuchtigkeit: Deshalb haben wir dann kleine Ansatze von nur je 4 kg 
Pferdekot einzeln und schnell verarbeitet, so daB X noch am selben Tage 
getrocknet war. Solcher Trockenstoff hielt sich, trocken aufbewahrt, 


1Das Benetzen mit SchweiB war also nicht die Ursache, daB sich die et 
wahnte Herrenhose zur Mottenzucht eignete. Denkbar ware es aber, dab der 
Gehalt an X im SchweiB so gering sei, daB die Hose erst monatelang getragen 
und durchschwitzt sein muB, ehe sich genug X fiir den MottenfraB angereichert 
hat. Naher liegt allerdings die Annahme, daB der Schweif nur als Bindemitte! 
fiir zufallig auf die Hose gelangten Schmutz oder Staub dient, der X enthilt 
Denn auch verstaubtes oder beschmutztes Kinderspielzeug aus Wolle wird gern 
von Motten gefressen. SchlieBlich kénnte auch statt des SchweiBes abgesonderter 
Hauttalg das X in die Wollhose bringen. 

2 Zusammensetzung der Milchasche: Handbuch der Lebensmittelchemie I]! 
S. 63, Berlin: Springer 1936. 
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18 Jahre. Nach dieser Zeit lésten wir einen Teil von ihm in Wasser und 
lieBen die Lésung 4 Tage bei Zimmerwarme stehen. Auch dann war noch 






genug X vorhanden. Wenn wir aber eine Glasstépselflasche mit solchem 
lrockenstoff an feuchter Luft (eines Arbeitsraums mit Wasserbadern) 
6fters Sffneten, so zersetzte sich das X lanyrsam!. Nur trockenes X ist haltbar. 

Wadrme : Versuche zeigten, daB von. X genug iibrig bleibt, wenn wir es 
in Lésung 15 Minuten lang bei 100° hielten. Dagegen wird X durch 24- 
stiindiges Kochen in waBriger Lésung vdéllig zerstért. Ebenso vernichtet 
halbstiindiges trockenes Erhitzen auf 150°. Auch die Asche war, wie zu 
erwarten, X-frei. X ist also recht wirmeempfindlich. Dabei bleibt die Frage 
offen, ob X selbst wirmeempfindlich ist, oder ob Begleitstoffe aus dem 
Pferdekot das X in der Hitze schneller zerstéren. 

Weitere Eigenschaften : Versuche ergaben: X ist nicht mit Wasserdampt 
fliichtig. Es lést sich leicht in Wasser? und in waBrigen Sauren; léslich ist 
es auch in go°%,igem Weingeist. Dagegen ist X in reinem und in 96°,igem 
Weingeist fast unléslich. X ist unléslich in Fettlésemitteln, wie Benzol, 
Schwefelkohlenstoff, Chloroform, Petrolather, Ather, und héchstens spuren- 
weise léslich in Essigester oder Aceton. Tierkohle vermindert den X-Gehalt 
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in Lésungen. Filter von 0,75 w Porenweiie lassen X durch, nicht aber 
Filter von 0,1 » Porenweite’. 
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Zusammenfassung. 






1. Wolle ist fiir Kleidermotten nur dann verwertbar, wenn: 
a) die Wolle sich in einem Zustand Y befindet; 
b) auf der Wolle ein Stoff oder ein Stoffgemisch X ist. 
2. Der Zustand Y herrscht, wenn die Wolle fiir die Kiefer der Raupen 







angreifbar ist. 

3. a) X kommt vor in: 
Vollmilch, Magermilch, Molken, Ausfchlammungen von Vollmilch- 
und Magermilchtrockenpulver, Blut, Weizenmehl, Pferdekot. 

b) X fehlt in: 
Molkenabtrieb, Molkenriickstand, Vollmilchasche, Aufschlammungen 
aus Vollmilchasche mit so viel Tyrosin, Kreatinin und Leucin oder so 
viel Ammoniumnitrat, wie dem Stickstoffgehalt der Milch entspricht; 
ferner in Kasein, erhitzter Molke, Harn und SchweiB. 

4. Folgende Stoffe sind kein X: Ammoniumchlorid, Harnstoff, Dimethy] 

amin, Urethan, Hippursaure; Glykokoll, Sarkosin, «-Alanin, d-«-Amino 















1Ahnliches beobachtete ScHMALFUSS auch bei EiweiBen, wo dann Klein- 
wesen wirken. 

2? Durch Wasser ist X sehr leicht aus sonst brauchbaren Nahrbéden heraus- 
zuwaschen. TitscHacks Kopfhaare werden z. B. schon dadurch X-frei, dal} er 
sich taglich mit dem nassen Kamm den Scheitel zieht. 

3 Membranfiltergesellschaft, Géttingen. 
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buttersaure, Norvalin, dl-Valin, Ornithin, Norleucin, Isoleucin, Leuci) 

Lysin-di-hydrochlorid, Asparaginséure, Glutaminsaure, 8-Oxyglutami: 

sdure, d-Arginin, Kreatin, Kreatinin, Asparagin, dl-Serin, Cystein, Cystei: 

hydrochlorid, Cystin, dl-Methionin, 1-Glutathion, dl-8-Phenyl-e-alanin 
|-Tyrosin, 1-8-3.4-Dioxyphenyl-«-alanin, 1-3. 5-Dijodtyrosin, Histidin, 1-Pro 
lin, 1-4-Oxyprolin, Tryptophan, dl-Thyroxin; Gelatine- und Ei-Albumin 
Lésung; Japanwachs, Bienenwachs, Carnaubawachs; Margarine, Lein 
6l, Lanolin, Olsaure, Stearinsaure; Paraffindl, Vaselin, Paraffin; Stirke. 
Starkekleister, Dextrin, Rohrzucker, Milchzucker, Traubenzucker, Man 
nit, Glycerin; kiinstliche SchweiBsalzlésung (5,2 g Natriumchlorid, 1,0 ¢ 
Natriumphosphat, 0,25 g Magnesiumchlorid, 1,0 g Calciumcarbonat in 
i | Wasser), kiinstliche SchweiBsalzlésung mit je o,o5 g Eisenchlorid 
und Eisenchloriir; anorganische Bestandteile der Milch (Natriumchlorid, 
Kaliumchlorid, Dikaliumphosphat, Kaliumcitrat, Dimagnesiumphosphat 
Magnesiumcitrat, Monocalciumphosphat, Dicalciumphosphat, Tricalcium 
phosphat, Calciumcitrat, Calcium in Kasein) teils gelést, teils aufge 
schlammt; Vitamine B, und C; Mischungen der aufgezahlten Stoffe. 

5. X hat folgende Eigenschaften: Es ist feucht etwas zersetzlich, gegen 
liber Hitze empfindlich, mit Wasserdampf nicht fliichtig, leichtléslich in 
Wasser; ferner léslich in waBriger Sure und go%igem Weingeist, fast un 
léslich in reinem und in 96°%,igem Weingeist und unléslich in Fettlésemitteln. 
Tierkohle vermindert den X-Gehalt in Lésungen. X geht durch ein Filte: 
von 0,75 u% Porenweite, doch nicht durch eines von 0,1 % Porenweite. 

6. X ist nur ergainzender Nahrstoff, aber reicht allein nicht aus als Nah 
rung fiir Mottenraupen. 


Literatur. 


{1] Grima, W.: Die Wolle und ihre Verarbeitung von der Farm bis zur Kammerei 
S. 48. Hannover: Schaper 1938. Siehe auch Dornner, H.: Handbuch der Schat 
zucht und Schafhaltung, I, S. 337., Berlin: Parey 1939. — [2] Statistisches Jahi 
buch fiir das Deutsche Reich 1937. — [3] MeckBaAcu, E.: Umschau 192i, Nr. 48 
[4] Titscnack, E.: Umschau 1921, Nr. 48, S. 709. -— [5] Derselbe: Z. wiss. Zoo! 
124, 213 (1925). [5a] S. 246. [5b] S. 218. [5c] S. 214. - [6] Derselbe: Z. techn 
Biol. X, 1 (1922). [6a] S. 96/98, Tafel II. [6b] S. 83. — [7] Derselbe: Zool. An: 
93, 4 (1931). — [8] Derselbe: Verh. d. Naturhist. Ver. d. preuB. Rheinlande u 
Westf. 82, 330 (1926). — [9] Derselbe: Z. wiss. Zool. 128, 509 (1926). [ga] S. 510/512 
[gb] S. 511: E. - [10] Derselbe: Z. angew. Entomol. 23, 1 (1936).—[11] Derselbe 
Zellwolle, Kunstseide, Seide 46, 433 (1941). 
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Uber die Fixierung von Keratinfasern*. 






Von 


HeEtMutT ZAHN und HELMUT BRAUCKHOFF. 







Mit 4 Textabbildungen. 






(Eingegangen am 7. Juli 1947. 






1. Einleitung. 






Die Fasern der Keratin-Myosin-Gruppe zeichnen sich vor anderen 
fibrillaren Proteinen wie Seidenfibroin oder Kollagen durch eine hohe, 






reversible Dehnbarkeit aus. Wollfasern lassen sich z. B. in Wasser bei 
Zimmertemperatur auf 70°, der urspriinglichen Lange dehnen (SpEAK- 
MAN [1]). Die Dehnung bleibt erhalten, falls die Fasern vor der Entspan- 
nung getrocknet werden, wihrend sie sich in Wasser wieder auf die An- 








. . ry. “4 

fangslange zusammenziehen. Man kann einen Teil des Dehnungszustandes 
dauerhaft fixieren, wenn die gedehnte und gespannte Wollfaser einige 4 
heded 






Stunden lang der Einwirkung von Wasser oder Wasserdampf bei 100 





ausgesetzt wird. Die innere Spannung nimmt ab, die Faser verkiirzt sich 






nach dem Aufheben der auBeren Belastung nicht mehr auf die urspriing 





liche Lange, selbst wenn die Faser be- 


























feuchtet wird. Die Erscheinung wird % m5 ie Se 
als ,,permanent set’ bezeichnet. Das  ® » | ean OR Re 
AusmaB dieser Fixierung hangt stark & o is 
von der Temperatur und Dauer der He 

$ 





Wasserbehandlung der eingespannten 
und gedehnten Fasern ab. AuBerdem 














‘ 7 0 ? 2 3 ; 6k 
kommt es darauf an, in’ welchem deena. 5x 


Medium und bei welcher Temperatur Abb. 1. Abhangigkeit der bleibenden Dehnung 
und Versuchsdauer die entlastete Faser dehten Wollfsseen pth wa head 
auf die Bestandigkeit ihrer Dehnung a 
geprift wird. Meist verwendet man zu 

dieser Probe Wasser oder Wasserdampf von 100° C, die man eine halbe 
bis zwei Stunden auf die entlastete Faser einwirken laBt. Die Kurven 
der Abb. 1 (AstapuRY und Woops [2] zeigen die Abhangigkeit der Dehnung 










* Die erste Fassung dieser Arbeit wurde der Redaktion dieser Zeitschrift 1m 
Marz 1945 eingereicht und ging verloren. Die Rontgenuntersuchungen wurden 
in Heidelberg im Chemischen Institut, die Quellungsmessungen in Gottingen bei 
der Firma Wilhelm Lambrecht in den Jahren 1942 bis 1944 durchgefiihrt. 

[1] SPEAKMANN, J. B.: J. Text. Inst. 17, T 457 (1926). 

[2] AstBury, W. T. u. H. J. Woops: Phil. Trans. Roy. Soc. (London) A 232, 


333 (1933). 
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von. Wollfasern von der Temperatur des Wassers, welches man verschied«: 
lang auf die urspriinglich 70°, gedehnten Fasern einwirken lieB. Die 13 
standigkeit der Dehnung wurde nach der Entlastung der Fasern mit Wasser- 
dampf von 100° C gepriift. Man erkennt den maBgebenden EinfluB der Tem- 
peratur der Vorbehandlung mit Wasser. Waren die Wollfasern bei go° ode: 
tieferen Temperaturen vorbehandelt worden, so lieB sich eine Fixierung nicht 
erreichen. Diese Proben verkiirzten sich sogar bei der Nachbehandlung i: 
Dampf von 100° C iiber die urspriingliche Lange hinaus (Superkontraktion) 
Nur diejenigen Wollfasern, welché bei 100° C zwei bis drei Stunden lang ge- 
dampft waren, erreichten eine dampfbestandige Dehnung von 30%. 


2. Zur Deutung von Superkontraktion und permanent set. 

Wie hat man sich diese eigenartigen Langenanderungen der Keratin 
faser bei Fixierung bzw. Schrumpfung vorzustellen ? Welche anderen 
Eigenschaften der Faser verandern sich, handelt es sich um ein physika 
lisches oder ein chemisches Phanomen, welche Beziehungen bestehen zur 
Relaxation anderer hochmolekularer Kérper wie Kautschuk und Pol) 
vinylchlorid ? Diese Fragen konnten bisher nur unvollstandig beantwortet 
werden: Nach Astspury und Woops kommt die Superkontraktion da 
durch zustande, daB die Querbindungen zwischen den einzelnen Peptid 
ketten durch Einwirkung von Wasser auf die gedehnte Faser bei 100° ( 
gelést werden. Bei der nachfolgenden Dampfung der unbelasteten Faser 
kénnen sich die Ketten kriimmen, wobei sich die elektrostatischen Seiten 
kettenvalenzen optimal absattigen. LaBt man jedoch Wasser oder Wasser 
dampf langere Zeit auf die gestreckte Faser einwirken, so findet bereits in 
diesem gedehnten Zustande eine Neuordnung der Ketten statt, diese neh 
men eine optimaler Absattigung entsprechende Lage ein, so daB nach Ent 
lastung nur noch eine geringere Tendenz zur Verkiirzung iibrig bleibt 
SPEAKMAN [1] hat eine spezielle chemische Hypothese iiber den Mechanis 
mus von Superkontraktion und permanent set entwickelt. Als Querbindun 
gen zwischen den Peptidketten kommen in erster Linie die Salzbindungen 
zwischen den sauren und basischen Extragruppen von Seitenketten und 
die Cystinbriicken in Frage. Nach dem Lésen dieser Querbindungen 
schrumpfen die Ketten durch innermolekulare Anziehungskrafte unter ihr: 
urspriingliche Lange. Die Fixierung beruht auf neuen Querbindungen. 
Die erste Reaktion fiir die Erzielung einer dauerhaften Dehnung ist di 
hydrolytische Spaltung der Cystinbindungen: 

R—S—S—R +H,O = R—SH + R—SOH. 
Die zweite Reaktion besteht in der Neubildung stabiler Briicken zwischen: 
freien Aminogruppen der Arginin- und Lysin-Seitenketten und den Hydro 
lyseprodukten des Cystins: 


{1] SPEAKMAN, J. B.: J. Soc. Dy. Col. 52, 335 (1936). 
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R—SOH + R—NH, = R—S—NH—R-+H,0O. 


LocuTE und BrauckuorF [1] zeigten, daB um 77°, gedehnte Menschen 
haare, welche eine Woche lang gedampft worden waren, nach der Ent 
lastung in Dampf im Verlauf von weiteren zwei Wochen sich bis auf 4°, 
Restdehnung verkiirzen. Daraus geht hervor, daB es einen absoluten 
permanent set‘ nicht gibt. Die Fixierung gegeniiber heiBem Dampf ist 
also immer unvollkommen; eine weitgehende Fixierung beobachtet man 
nur in kaltem Wasser. Die fixierten Haare zeigten im Hygrometer bei 
Feuchtigkeitsanderungen viel gréBere Langenanderungen wie ein un- 
behandeltes Haar. Die Langsquellung der fixierten Haare ist also stark 
erhéht und ihre Quellungsanisotropie entsprechend herabgesetzt. Zur 
Deutung dieser Veranderungen kann man annehmen, daB die Ketten 
und Micellen im Verlauf der verschiedenen Behandlungen desorientiert 
werden. Einer verringerten Lagenanisotropie muB eine Abnahme der 
Quellungsanisotropie entsprechen. Ahnliche physikalische Veranderungen 
wurden auch bei anderen K6rpern beobachtet. Bei Kautschuk oder 
Polyvinylverbindungen ist der Abfall der imneren Spannung, die Re- 
laxation, beim Erwarmen der gedehnten Proben von einer Desorientie- 
rung der Teilchen begleitet. Diese Desorientierung kann man an der Ab- 
nahme der Doppelbrechung messend verfolgen [2]. Die Orientierung 
der gittermaBig geordneten Bereiche von Keratinfasern kann man dem 
Réntgenogramm entnehmen. AstBuRY und Woops hatten bereits auf 
Veranderung gewisser Interferenzen im R6éntgenogramm des {$-Keratins 
hingewiesen, wenn die gestreckte Faser gedampft worden war. Es 
wurde auch beobachtet, daB die longitudinale Quellung unbehandelter 
Fasern 1%, betragt, wahrend Fasern, die bei 50°%, Dehnung viele Tage 
in kaltem Wasser eingelegt waren, eine doppelt so hohe Langsquellung 
besitzen [3]. 

In der vorliegenden Arbeit haben wir uns die Aufgabe gestellt, zur Kennt- 
nis der Fixierung beizutragen, indem wir Beziehungen zwischen Orientie- 
rung der Micellen und Langsquellung von RofShaaren in Abhangigkeit 
von der Behandlung mit Dampf systematisch untersuchten. 


3. Die Fixierung von RoBhaaren. 


WeiBe Pferdeschweifhaare kénnen in derselben Weise wie die von 
AstBurY und Woops verwendeten Wollhaare durch Dampfen im gedehn 
ten Zustand fixiert werden. Um den gréBten Teil der Dehnung gegen kaltes 
Wasser zu fixieren, geniigt eine Dampfdauer von 15 Min. Nach 60 Min. 


{1] Locute, Th. u. H. Braucknorr: diese Z. 312, 41 (1942). 

[2] Miscu, L. u. L. E. R. Picken: Z. physik. Chem. (B) 36, 398 (1937). 

[3] Diesen Befund konnte der eine von uns in Gottingen an Menschenhaaren 
bestatigen, welche gedehnt 48 Stunden in kaltem Wasser gehalten wurden. 
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langer Dampfbehandlung wird eine auch gegen Dampf bestandige Fixic 
rung erreicht. RoBhaare verhalten sich auch in den Réntgenogrammen de: 
ungedehnten «- und der gedehnten 8-Form wie Wolle. 


4, Untersuchungsmethoden. 

Weibe Pferdeschweifhaare wurden bei 40° C mit der Lésung eines Fett 
alkoholsulfonates (py = 4,5) dreimal eine halbe Stunde gespiilt, gewassert 
und an der Luft getrocknet. Zur Entfettung wurde mit Tetrachlorkohlen 
stoff in drei Chargen bei 20° C jeweils zwei Tage lang behandelt. Die Haar: 
wurden in einem dhnlichen Instrument gedehnt, wie es SPEAKMAN be 
schrieben hat. Man konnte etwa 20 einzelne RoBhaare einspannen. Di 
Fasern wurden in Wasser von 30 bis 40° C gequollen und um 60%, ge 
dehnt. Die Dampfbehandlung wurde in einem geschlossenen wirme 
isolierten Glaszylinder durchgefiihrt. Mit Hilfe der Spindel konnte man 
von auBen entlasten und den jeweiligen Dehnungszustand auBerhalb des 
Zylinders messen. 

Fiir eine Réntgenaufnahme wurden jeweils 10 Haare zu einem parallelen 
Biindel vereinigt. Wir verwendeten kleine Spezialfaserkammern mit ebe 
nem Film. Der Abstand Praparat Film war 30 mm. Die Netzebenen 
abstinde konnten bis zu d = 30 A registriert werden. Wir arbeiteten mit 
Kupferstrahlung unter Verwendung eines Nickelfilters. 

Um die Langsquellung des Haares bei verschiedenen Feuchtigkeits 
intervallen zu ermitteln, wurde das zwischen zwei Gleitschienen an einem 
beweglichen Schlitten aufgehingte Haar mit 300 mg belastet, so dab es 
nach Einwirkung feuchter Luft gespannt war. Die Lingenadnderung der 
Haare wurde mit einem Ablesemikroskop bei rund sofacher VergréBerung 
ermittelt. 

Die Einstellung konstanter Feuchtigkeiten wurde durch Aufsetzen eines 


Glaszylinders erreicht, welcher mit einer BoNGARDs-Anlage verbunden 
war. Die relative Feuchtigkeit innerhalb des Zylinders wurde mit einem 


Haarhygrometer gemessen, das regelmaBig mit einem Aspirationspsychro 
meter geeicht wurde. 


5. Das Verhalten von RoBhaaren nach kurzem Ddmpfen. 


Wir haben RoBhaare um 60°, gedehnt und zwischen 3 und 180 Min. 
lang der Einwirkung von Wasserdampf ausgesetzt. Um die Fixierung de: 
Dehnung zu priifen, wurden die RoBhaare nach der Entlastung jeweils 
2 Std. lang gedimpft und nach dem Trocknen gemessen. Hatte die Dampt 
dauer nur wenige Min. betragen, so verkiirzen sich die RoBhaare nach der 
Entlastung im Dampf iiber die ungedehnte Lange hinaus (Superkontrak 
tion). Nach dreistiindiger Dampfung dagegen konnte eine Fixierung von 
41° Dehnung erreicht werden. In der Tabelle 1 sind die einzelnen Mel 
daten dieser Versuchsreihe zusammengestellt. Man kann die Anderungen 
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der Faserlange prozentual auf die urspriingliche Lange beziehen, wobei 
Verkiirzung mit negativem, Fixierung mit positivem Vorzeichen erscheint. 
Wenn man die Anderung der Faserlange auf die um 60°, gedehnten Rob 
haare bezieht, erhalten die gemessenen Lingenwerte simtlich ein nega 
tives Vorzeichen; vom Standpunkt der um 60°, gedehnten Faser sind also 
superkontrahierte wie im permanent set befindliche Proben verkiirzt. Das 
Ausmaf} der Verkiirzung ist allerdings verschieden. 


Tabelle 1. Superkontraktion und permanent set gedehnter Rofhaare. 
Anfangsdehnung 60%, Dampfdauer nach Entlastung jeweils zwei Stunden. 























Anderung der Faserlange in ®,,| Sichellange | Langsquellung im Feuchtigkeitsbereich 
Dampfdauer der 4.7 A- 
_ Sespannt bezogen auf | bezogen auf | Interferenz 95-67 | 67-33 | 33-67 
in Minuten | : : } ’ : 
Dehnung ()°, | Dehnung 60°, in in % in °, in° 
3 -20,9 | 50,4 50 PY ee FD | 1,17 
os -10,2 | -47,8 38 4,60 | 1,58 1,28 
30 13,9 | -28,8 28 S47 1 tae | 1,22 
45 23,407 03,8 26 le aaa 
180 442°. 40 18 4 23 344 | ae ee 


Samtliche Proben der Tabelle 1 besitzen ein 8-Keratin-Réntgenogramm. 
Die Interferenzen zeigen in ihrer Ausbildung Unterschiede in der Orien 
tierung der Micellen. Diese ist bei den superkontrahierten Proben niedrig, 
wahrend die Abweichung des R6ntgenogrammes fixierter Haare von dem 
jenigen, welches man bei gedehnten Haaren ohne Dampfung erhalt, nu 
geringfiigig ist. Die charakteristische Réntgeninterferenz des -Keratins 
ist die auf dem Aquator der Aufnahmen befindliche Sichel, welche einem 
Netzebenenabstand von 4.7 A entspricht. Die Lange dieser Interferenz 
sichel diente uns als ein indirektes Maf fiir die Orientierung der Micellen. 
Die Sichellange im Diagramm von reinem Dehnungs-$-Keratin betragt 
11-12°, das superkontrahierte Priaparat zeigt im R6ntgenogramm eine 
Sichellange von 56°. 

Die Tabelle 1 enthalt schlieBlich die Langsquellung der verschiedenen 
Proben, die man bei Veranderung der relativen Luftfeuchtigkeit von 95 
auf 67 sowie von 67 auf 33°% und schlieBlich von 33 auf 67°,, mibt. Bei 
hoherer Feuchtigkeit ist die spezifische Langsquellung (bezogen auf gleiche 
Feuchtigkeitsintervalle) gréBer als bei mittlerer Feuchtigkeit. Die Langs 
quellung superkontrahierter RoBhaare ist mit 5,2°%, im Bereiche 95-67° 


0 


R.F. etwas zehnmal so gro wie die entsprechende Quellung unbehandelter 
RoBhaare. Die in den letzten beiden Spalten der Tabelle 1 angefiihrten 
Werte der Langsquellung im Bereich 67—33°, relativer Feuchtigkeit sind 
wegen Hysterese-Erscheinungen um einige Zehntel-°, verschieden, je nach 
dem ob man von der héheren zur niedrigeren Feuchtigkeit iibergeht oder 
umgekehrt. 








406 Hetmut ZAHN und Hetmut BRAUCKHOFF: 


Aus den Werten der Tabelle 1 geht hervor, daB die Orientierung 
Micellen und die Langsquellung der ganzen Faser in einem engen Zu 
sammenhang mit der jeweiligen prozentualen Anderung der Fe erlang. 
steht. Zunahme der Sichellange der 4.7 A-Interferenz bedeutet eine Zu 
nahme der Desorientierung der Micellen. Die Desorientierung der Micellen 
nimmt wie die Laingsquellung der Faser zu, wenn die zunachst um 60° 
gedehnte Faser schrumpft (3. Spalte der Tabelle 1). 

Es lat sich aber nur ein Teil der Zunahme der Langsquellung auf di: 
Schrumpfung der Faser zuriickfitihren. Wir haben in einer weiteren Ve: 
suchsreihe RoBhaare 15, 30, 120 Min. lang in gedehntem Zustande ge 
dampft. Eine Dampfung im entlasteten Zustand unterblieb, so daB der 
Riickgang der Dehnung nur geringfiigig blieb. Diese Proben waren nui 
um 2-4% geschrumpft. Ihre Langsquellung im Feuchtigkeitsbereich 
95-67°% betrug jedoch mit 2,3-2,5°% wesentlich mehr als die unbehandelte: 
Haare. Man hat also in der Faser Veranderungen anzunehmen, welch: 
sich auf die Langsquellung starker auswirken als auf die Faserlange. Mit 
der Erhéhung der Langsquellung sind auch bei diesen Proben Verinde 
rungen im Réntgenogramm verbunden. 


6. Das Verhalten von RoBhaaren nach langem Démpfen. 


Im vorigen Abschnitt haben ‘wir quantitative Beziehungen zwischen 
Desorientierung der Micellen, Langsquellung und Faserlange besprochen 
bei RoBhaarproben, welche verhaltnismabig kurze Zeit einer Dampfbehand 
lung ausgesetzt waren. Wenn man um 60% gedehnte RofShaare jeweils 
30 Stunden lang dampft und nach der Entlastung bis zu 120 Stunden 
weiter dampft, erhalt man die Zahlen der Tabelle 2. Wie schon Locurt 
und BrauckHorF gefunden hatten, geht die Fixierung des Dehnungs 
zustandes bei langem Dampfen allmahlich zuriick, d. h. die zunachst um 
60% gedehnte Faser schrumpft in Abhangigkeit von der Dampfdauer. 
Wie in der Tabelle 1 nimmt mit der Schrumpfung der Faserlange die Des 
orientierung der Micellen und die Langsquellung der Faser zu. Auch hie: 
fallt auf, daB bereits das um nur 2,5°% geschrumpfte Praparat eine be 


Tabelle 2. Abnahme des permanent set nach langen Dimpfzeiten. 
Anfangsdehnung 60%, jeweils 30 Stunden im gespannten Zustand gedampft. 





Anderung der Faserlangein % | Sichellange | Langsquellung im Feuchtigkeitsbereich 
der4.7A- |-——— 

bezogen auf | bezogen auf | Interferenz 95-67 | 67-33 
Dehnung 0°% | Dehnung 60% in® in % in % 


Dampfdauer 
entlastet 
in Stunden 











ans N 


2,78 
3,32 
3,45 
4,38 


56,5 
47.9 
40,0 
33,0 
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trachtliche Langsquellung (2,8°%,) und deutliche Veranderungen im 
Réntgenogramm aufweist. Das am langsten gedimpfte Haarpraparat 
zeigt im Réntgenogramm nicht nur eine Verlingerung der 4.7 A-Inter- 
ferenz, sondern auch ein Abflauen der anderen paratropen Interferenz bei 
y.8 A, der sich isotrope Schwarzungen iiberlagern. 

In der Abb. 2 ist die Langsquellung im Feuchtigkeitsbereich 95-67%, 
R.F. zur Schrumpfung der RoBhaarproben der beiden Versuchsreihen in 
Beziehung gesetzt. Die beiden Kurven 
veranschaulichen, daB die Quellung in 
der zweiten Reihe (A aus Tabelle 2) mit 
der Schrumpfung stirker ansteigt als in 
der ersten Reihe (B aus Tabelle 1). 

Das gleiche gilt auch fiir die Zu- 
sammenhange zwischen Orientierung im 








guellung 











ei ‘ 2 i 4 i } | eee 

Réntgenogramm und _ Léngsquellung. 

Wenn auch innerhalb der beiden Ver- a ee ae oe ee eee 

suchsserien die Parallelitat zwischen 

Langsquellung, Schrumpfung und Des- 0 0 DB 0 W 3 60% 
Schrumptung 


orientierung deutlich ist, so ergeben 

“~ RE 7 . 7e1C 2 Abb. 2. Beziehung zwischen der Langsquel- 

sich doch im einzelnen _Abwe ic hunge i: Ee Se henak tak aeimeier Rebteene 

Wir nehmen an, daB im Verlauf der undder Schrumpfung (bezogen auf die An- 
5 : x fangsdehnung von 60°). A vgl. Tab. 2, 

langen Dampfung der zweiten Versuchs- B vgl. Tab. 1. 

reihe ein chemischer Abbau der Faser 

und eine mechanische Schadigung auftritt, welche die Quellfahigkeit 

des Haares in der Langsrichtung zusatzlich erhéhen. 


7. Zum Mechanismus der Schrumpfung. 


Wir haben gezeigt, daB die Micellen gedehnter RoBhaare durch Behand- 
lung mit Dampf mehr oder weniger desorientiert werden. Als Anhalts- 
punkt der Orientierung der Micellen haben wir die Sichellange der para- 
tropen R6ntgeninterferenz gemessen, welche einem Netzebenenabstand 
von 4.7 A entspricht. In diesem Abstand werden die zickzackformig ge- 
streckten Polypeptidketten des @-Keratins iiber Wasserstoffbriicken zu 
Rosten zusammengehalten. Wenn man RofShaare bei Zimmertemperatur 
dehnt und in 8-Keratin iiberfiihrt, sind die Polypeptidketten und damit die 
Roste vorzugsweise in die Faserrichtung orientiert. Die Verlangerung der 
Interferenzsichel (4.7 A) bedeutet, daB sich die Roste von der Faserachse 
weggedreht haben. Man kann allerdings aus einer paratropen Interferenz 
die Orientierung der ganzen Micelle nicht ohne weiteres ableiten. Wenn 
man die Desorientierung der Micellen aus der Verlangerung der 4.7 A-Inter- 
ferenz in grober Naherung berechnet, ergibt sich, daB die Schrumpfung 
der ganzen Faser nur zu einem Teil auf einer Verdrehung der Peptidroste 
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beruht. Wir haben daher die Annahme gepriift, ob nicht Verbiegunge: 
und Wellungen der Peptidroste senkrecht zur Rostebene Ursache de: 
Faserverkiirzung sind. 

Da die Micellen wahrscheinlich die Form langer flacher Schachteln 
haben (NowotTny und ZAHN [1]), ist eine Verbiegung senkrecht zur flachen 
Seite leicht méglich. In der Abb. 3 ist ein Micellpaket veranschaulicht, 
das aus drei Peptidrosten besteht. Durch Wellung senkrecht zur Rosteben: 
wird eine deutliche Verkiirzung erreicht. Bei dieser Art von Deformation 
der Micellen ist zu erwarten, daB die 4.7 A-Interferenz, welche fiir den 

Abstand der Ketten im Rost gilt, unbeeinflub: 
id bleibt. Die andere wichtige Réntgeninterferenz 

auf dem Aquator des §-Keratindiagramms 
bei 9.8 A wird dagegen von der Wellung be 
troffen, weil dieser Netzebenenabstand die Pe 
riode zwischen den Rosten bedeutet. Die Rént 
genogramme der sehr lange gedimpften Rol- 
haarproben zeigen starke St6rungen der Sei 
tenketteninterferenz (9.8 A), wahrend die 4.7 
A-Interferenz deutlich bleibt. Diese Beobach 
tungen reichen jedoch nicht aus, um die Wel- 
lung der Rostpakete als Mechanismus der 
Schrumpfung zu beweisen. AsTBURY, FRANK 
und SPEAKMAN [2] stellen sich die Faserver- 
¥ kiirzung so vor, daB die einzelnen Ketten inner- 





y halb der Micellen regelmaBig iiberfaltet werden. 
Y Dies wiirde aber bedeuten, daB die Gitterbau 
Abb, 3. Schematische Darstellung steine, die Peptidketten, eine neue Modifikation 
einer Méglicinkeit fir die Verkiir- i ei 
zung der Micellen im £-Keratin: annehmen, welcher ein neues ROntgenogramm 
Ein Paket aus drei Peptidrosten fi. iy ‘ 
(durch die b- und c-Achse gelegt) entsprechen miiBte. Wir haben aber auch in 
schrumpft durch Wellung senk- : y : . 
sacke auk thcatabenn. der vorliegenden Untersuchung die Interferen 
zen des $-Keratins stets bei den gleichen 
Winkeln vermessen. Eine intramicellare Umlagerung halten wir daher fiir 
sehr unwahrscheinlich [3]. 
Eine Verdrehung der Micellen in der Rostebene, wie sie experimentel! 
beobachtet wurde, reichte zur Deutung der Faserverkiirzung nicht aus. 
Die Wellung senkrecht zur Rostebene konnte nur wahrscheinlich gemacht, 


nicht aber bewiesen werden. Es ist daher nicht leicht, die 4uBere Ver- 











[1] Noworny, H. u. H. Zann: Z. physik. Chem. (B) 51, 265 (1942); 192, 333 
(1943). 

[2] Frank, C. F.: Nature (London) 138, 242 (1936). 

[3] Wir glauben auch, da das Auftreten des von Rupa, K. M.: (Soc. Dy 
Col. 1946) beobachteten ,,cross-8-Keratin‘‘-Réntenogramms ohne Umlagerung 
der Ketten innerhalb des Micells gedeutet werden kann und ein Texturproblem ist. 
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kiirzung der Faser allein auf Lageverinderungen der Micellen zuriick 
zufiihren. Es ist nun bekannt, daB der gréBere Teil des Keratins aus 





Peptidketten aufgebaut ist, deren Orientierung geringer als die der Mi 





cellen ist und deren Ordnung nicht ausreicht, um mit R6éntgenstrahlen 





normale Interferenzen zu liefern. Dieser amorphe Teil ist in unbekannter 





Weise mit den Micellen zusammengebaut. Die amorphen Bereiche be 





teiligen sich an der Dehnung und Entdehnung der Keratinfasern. Wenn 
sich die Ketten und Kettenaggregate der amorphen Teile verdrehen, wellen 
oder einrollen, so werden diese Bereiche in bezug auf die Faserrichtung 






verkiirzt und senkrecht dazu verbreitert. Diese Abnahme der Lagen 





anisotropie der amorphen Teilchen 1aBt sich bei der iiblicheh R6éntgen- 





untersuchung nur schwer nachweisen [1]. Die Quellungsanalyse ist da 
gegen eine Methode, welche die Desorientierung der amorphen Anteile 
mit erfaBt. Eine quantitative Behandlung dieser Zusammenhinge ist zur 
Zeit noch nicht méglich, weil weder die Menge des amorphen bzw. micel- 
laren Anteiles in den Keratinfasern noch die Art ihres Zusammenbaus be- 









kannt ist. Bei langem Dampfen wird auBerdem das Verhaltnis der beiden 
Bereiche sowie ihr gegenseitiger Zusammenhalt ein anderer sein als bei 





einer in kaltem Wasser gedehnten Faser. Wir miissen uns daher in der vor 
liegenden Arbeit damit begniigen, den experimentellen Befund der Des- 
orientierung der Teilchen und Micellen in gedehnten und gedaimpften 
RoBhaaren zu betonen. Die Schrumpfung der Haare unterscheidet sich 
nach kurzem Dampfen von der reversiblen Verkiirzung, welche beobachtet 
wird, wenn man in kaltem Wasser gedehnte Keratinhaare in kaltem Wasser - 
entlastet. In diesem Fall erfolgt ein reversibler Ubergang des «-Keratin- 
in das $-Keratinréntgenogramm. Eine Desorientierung der Réntgeninter 
ferenzen tritt nicht auf [2]. Eine kurze HeiBwasserbehandlung geniigt, 
um diesen Mechanismus der reversiblen Dehnung und Entdehnung zu 
verhindern. Die behandelten Haare behalten das 8-Keratinréntgenogramm os 















bei. Sie verkiirzen sich in Dampf sogar tiber die urspriingliche Lange hin- 
aus; die Schrumpfung ist die Folge einer Desorientierung der amorphen oe 





und micellaren Teilchen innerhalb der Faser. Die Schrumpfung nimmt mit 
fortschreitender HeiBwasserbehandlung ab, so dafs vom Standpunkt der 
urspriinglichen Lange der Faser ein gewisser Teil der Dehnung fixiert er- 
scheint. Es ist aber iibersichtlicher, die Faserlange auf die in unserm Falle 
60% betragende Anfangsdehnung zu beziehen. In der Abb. 4 ist die Deh- 












[1] Durch sorgfaltige photometrische Vermessung der diffusen Schwarzungen 
von Keratinréntgenaufnahmen sowie durch die Untersuchung der bei kleinen Ab- 
beugungswinkeln auftretenden Réntgenstreuung (KRATKY) kann man die Ver- 
anderungen des amorphen Anteiles auch bei Keratinen erfassen. 

[2] McArtuur, Jan. [Nature 152, 38 (1943)] hatte festgestellt, da3 einige der 
groBen Réntgenperioden des «-Keratins bei der Entdehnung im Gegensatz zu den 
normalen Interferenzen nicht mehr auftreten. 
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nung von RofShaaren in Abhangigkeit von der Dauer der Dampfung da: 
gestellt, wie sie sich aus den Versuchsreihen der Tabelle 1 und 2 ergal 
Man erkennt die starke Schrumpfung der Faser bei kurzem Dampfen, 
welche nach einigen Stunden nur geringfiigig ist, so daB eine Fixierung al: 
Differenz der Anfangsdehnung von 60%, und der herabgesetzten Schrump 
fung resultiert. Bei sehr langen Dampfzeiten nimmt die Schrumpfung 
wieder langsam zu, so daB die Fixierung entsprechend abnimmt. Die g¢ 
strichelte Linie veranschaulicht, daB sich diese langsame Abnahme de: 








=) 





\ 
8 


Schrumpfing 











20 
% 
% 


150 
Dimpfiauer. Std. 
Abb. 4. Das Verhalten gedehnter (60%) Ro haare bei der Entspannung in Dampf in Abhangigkeit 


von der Einwirkungsdauer. 2-10 Min.: Superkontraktion, 2—5 Std.: Fixierung, tiber 100 Std.: Abbau- 
schrumpfung. 


Fixierung als eine langsam zunehmende Schrumpfung der urspriinglich 
um 60% gedehnten Faser auffassen lat. In diesem Sinne erscheint dic 
Fixierung beim Dampfen von gedehnten Keratinfasern als ein stationarer 
Zustand zwischen der maximalen Verkiirzung, wie sie sich bei ganz 
kurzem Dampfen verwirklichen laBt, und der langsamen geringfiigigen 
Verkiirzung bei langem Dampfen. Das AusmaB der Fixierung ist abhangig 
u. a. von der Anfangsdehnung, Temperatur und Dauer der Vorbehand- 
lung im gespannten Zustand, Temperatur und Dauer der Nachbehand- 
lung im entlasteten Zustand. In vorlaufigen Versuchen ergab sich, daB der 
bisherige sogenannte permanent set nur ein Spezialfall in dem kompli- 
zierten System von Abhangigkeiten zwischen dem Dehnungszustand der 
Faser und den genannten Faktoren darstellt. Eine groBe Rolle spielt 
hierbei auch die Art des Mediums, in welchem die Fixierung nach der 
Entlastung gepriift wird. Bisher hat man meistens nur Wasser von 100 
verwendet. Durch Variation der Versuchsbedingungen muB8 entschieden 
werden, welche Querbindungen zwischen den Peptidketten aufgespalten 
werden miissen, um die verschiedenen Arten der Faserschrumpfung zu 
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erméglichen. Auch bediirfen die von SPEAKMAN angenommenen neuen 


Querbindungen in fixierten Keratinhaaren einer chemischen Uber 


prifung [1]. 

Sehen wir von den angedeuteten Unklarheiten der einzelnen Teilvor 
ginge ab, so geht aus der vorliegenden Untersuchung doch hervor, daB die 
Fixierung von Keratinfasern mit der Relaxation gedehnter Kautschuk- 
sorten oder anderer Substanzen verwandt ist. Die Relaxation oder der 
Abfall der Spannung z. B. bei konstanter Deformation ist hier die Folge 
einer tiefgreifenden inneren Umgruppierung. Diese laBt sich an der Ver 
minderung der Doppelbrechung erkennen, welche die Relaxation begleitet. 
Die Messungen von Miscu und Picken [2] bei Polyvinlyacetat weisen auf 
eine Desorientierung der parallel orientierten Ketten hin: diese ziehen sich 
infolge der Warmebewegung zusammen und gleiten aneinander ab [3]. 


Zusammenfassung. 


1. Die Langsquellung sowie die Réntgenstruktur gedehnter RoBhaare 
wurde in Abhangigkeit von der Einwirkung von Dampf im gespannten 
wie im entlasteten Zustand untersucht. 

2. Die Relaxation der gedehnten und gedaimpften Fasern wird von einer 
Desorientierung der Micellen und einer Abnahme der Quellungsanisotropie 
begleitet. Beim Weiterdimpfen der Faser im entlasteten Zustand nehmen 
diese Veranderungen zu, und die ganze Faser verkiirzt sich. 


[1] Wir haben das Verhalten von mit Thioglykolatlésung reduzierten RoB- 
haaren (PATTERSON, GEIGER, Mize_t und Harris: J. Res. Nat. Bur. Stand. 27, 
89, (1941) bei der Dehnung und Dampfung untersucht. Die Halfte der Cystin- 
bindungen war unter Bildung von SH-Gruppen aufgespalten. Die SH-Gruppen 
wurden mit Methyljodid in S-CH,-Gruppen iiberfiihrt. Beide Praparate wurden 
auf 60% gedehnt und die Fixierung kinetisch untersucht. Es ergab sich, daB diese 
reduzierten Proben bereits nach kurzer Dampfung (5 Min.) im gedehnten Zu- 
stand auch bei der Entlastung gegen Dampf fixiert sind. Die Fixierung redu- 
zierter Haare war gréfBer als bei unbehandelten Haaren und stellte sich rascher 
ein. Zwischen den reduzierten Haaren mit freien SH-Gruppen und denen mit 
alkylierten Gruppen (SCH;) war kein nennenswerter Unterschied festzustellen 
Da diese Proben keine Sulfensauregruppierungen aufweisen, welche neue Quer- 
bindungen mit Aminogruppen bilden sollen, halten wir die Hypothese von 
SPEAKMAN iiber den chemischen Mechanismus der Fixierung fiir zweifelhaft, 
soweit er spezielle neue S-haltige Querbindungen annimmt. Die Rolle der Wasser- 
stoff briicken bei der Superkontraktion und Fixierung wurde bisher vernachilassigt 
Die Behandlung dieser chemischen Beziehungen erfolgt in einer weiteren Mit- 
teilung (vgl. auch H. Zann: Physikalische und chemische Probleme der Keratin- 
forschung, der math.-naturw. Fakultat der Universitat Heidelberg, am 22. Januar 
1947 eingereicht). 

[2] Miscn, L.u. L. E. R. Picken: a.a. O. 

[3] Zitiert nach Meyer, K. H.: Hochpolymere Chemie, Bd. II], 5. 157, Leip- 
zig 1940. 


Biochemische Zeitschrift, Bd. 318. 
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3. Zum Unterschied von der reversiblen «--Transformation beim Deh 
nen und Entdehnen von Keratinfasern in kaltem Wasser ist die Schrump 
fung gedehnter Fasern in Dampf mit einer Desorientierung des 8-Keratins 
verbunden. 

4. Selbst bei stark geschrumpften Faserpriaparaten konnten keine An 
zeichen einer besonderen Gitterstruktur der Micellen festgestellt werden. 

5. Eine vollkommene Fixierung des Dehnungszustandes von Keratin 
fasern existiert nicht. 

Die Fixierung hangt von den Einzelheiten der Behandlung ab, von 
denen nur ein Teil kritisch untersucht und aufgeklart ist. 

6. Auf die Beziehungen der Fixierung gedehnter Keratinfasern zur 
Relaxation anderer Substanzen, z. B. Polyvinylacetat, wird hingewiesen. 


Herrn Prof. Dr. Hans Nowotny, Wien, danken wir fiir wertvolle Diskussionen 
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In einer friiheren Arbeit [1] hatten wir den Einflu® einer Erhitzung auf 
die Aktivitét von waBrigen Lésungen eines ‘gereinigten Praparates von 





Meerrettichperoxydase untersucht. 

Erkenntnisse, die an Reinfermenten gewonnen wurden, lassen sich nicht 
ohne weiteres auf das Ferment im pflanzlichen Gewebe iibertragen. So 
finden sich im Schrifttum manche Hinweise auf ein je nach dem Reinheits- 
grad der Fermentlésungen verschiedenes Verhalten der Peroxydase gegen- 
iiber einer Hitzeeinwirkung [2], [3], [4], wonach im allgemeinen das Rein- 
ferment als hitzeresistenter geschildert wird als das Rohferment bzw. das- : 
jenige im Pflanzengewebe. Unklar liegen die Verhaltnisse hinsichtlich der 7 
Regeneration der thermoinaktivierten Peroxydase. Wahrend z. B. nach 
DELEANO [5] nur nichtgereinigte Peroxydase regeneriert und mittels 
Ferrihydroxyd gereinigte Fermentlésung durch Aufkochen irreversibel 
inaktiviert wird, finden Bacu und WILENSKY [3] bei ihren durch Ultra- 
filtration gereinigten Losungen, daB nur diese der Regeneration fahig 
sind, wahbrend ihre Rohfermentlésungen solche Erscheinungen nicht mehr 
zeigen. 

Die Verhaltnisse sind dadurch kompliziert, daB die Peroxydasen der 
verschiedenen Ausgangsmaterialien wahrscheinlich nicht dieselbe Aufbau- 
struktur haben [6], und daB man bei den verschiedenen Organen und Ge- 
webeteilen auf Grund ihrer verschiedenen chemischen und physikalischen 
Zusammensetzung neben ihrer unterschiedlichen peroxydatischen Wirk- 
samkeit auch eine verschiedene Resistenz gegen Hitze erwarten muB. Die 





























{1] HERRLINGER u. KIERMEIER: diese Z. 317, 1 (1944). 
[2] Dremarr u. v. Hausser: Z. analyt. Chem. 122, 12 (1941). 

[3] Bacn u. WILENSKY: diese Z. 226, 482 (1930). 

[4] Fiscuer: Milchwirtsch. Forsch. 21, 285 (1942). 

[5] DELEANO: diese Z. 19, 266 (1909). 

[6] Yakusuu1: Acta phytochim. 11, 187 (1939); zit. n. Chem. Zbl. 1940 I, 2002. 
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Unterschiede in der Peroxydaseaktivitat selbst bei gleichartigen Glieder 


desselben Individuums konnte z. B. Ross [1] an Alteren und jiingere: 
Blattern des Weidenréschens zeigen. 

Einen solchen EinfluB des Blattalters konnten auch wir am Beispiel de- 
WeiBkohls nachweisen, der 5 Monate in der Miete gelagert hatte un 
dessen Innenblatter aktiver waren als seine duBeren. 

Auch die jahreszeitliche Schwankung der Peroxydaseaktivitaét hat Ros- 
eingehend behandelt. Wahrend er nur frische Pflanzen verarbeitete, gal 
unser Interesse dem abgeernteten und dann lagernden Gemiise [2]. Das 
Ergebnis (Tabelle 1) ist uneinheitlich, da die betreffenden Gemiise keinen 
besonderen Lagerversuch entstammen und auf die Sorten nicht geachtet 
wurde. Doch fallt der betrachtliche Anstieg der Werte mit dem Fortgang 
der Lagerung auf. Am geringsten und nicht charakteristisch ist dieser Be 
fund bei Kartoffeln. 


Tabelle 1. Die Verdnderung de oxydase-A ktivitat von Gemiise bet der Lageruneg 
labelle 1. Die Verdnderung der Peroxydase-A ktivitat von Gemiise bet der Lagers 
Avrgabe in F. Z.|¢ Gemiise. 





Jahreszeit WeiSkohl Wirsing Rotkohl Sellerie | Kohlrabi Kartoffe! 





August 393-780 
Sept./Okt.} 135 ‘ 153-455 54>. 1149-1649 
November go6-1177 
Januar 2300 
Februar 566-1650 
Marz 395-3060 go-108 
April 2800 




















Die Werte von Januar bis Marz sind an mietengelagertem Gemiise erhalten 


Jede Peroxydasebestimmung im Pflanzenmaterial stellt das Mittel viele: 
auBerst verschiedener Einzelwerte dar. Die vorliegenden Erkenntnisse iiber 
Inaktivierung und Regeneration der Peroxydase im pflanzlichen Gewebx 
sind allerdings fiir pflanzenphysiologische Deutungen kaum brauchbar. 
bei denen man auf histo- bzw. cytochemische Beobachtungen nicht vei 
zichten kann. Doch vermégen sie die Grundlage fiir technische Versuch« 
zu bilden, bei denen unter weitgehender Schonung des Pflanzengewebes 
eine restlose Inaktivierung erreicht werden soll. 


Die Hitzeschddigung der Peroxydase im pflanzlichen Gewebe. 

Um in ahnlicher Weise wie beim Reinferment Inaktivierungskurven auf 
stellen zu kénnen, bestimmten wir die Restaktivitat in pflanzlichen Organen, 
die in Wasser auf 50° bis 98° % bis 30 Minuten erhitzt worden waren. 

[1] Ross: Planta 33, 161 (1943). 

[2] Siehe z. B. Kassparnowa: Biochemia 3, 231 (1938); zit. n. Chem. Zbl. 1938 II 
4256. 





Inaktivierung und Regeneration der Peroxydase. 415 


Sowohl die Inaktivierung von elf verschiedenen Gemiisen bei 98° (vgl. 
Abb. 1) als auch die von Kartoffeln (Sorten Ackersegen und Flava) bei 


Séllerie 4 
Kartoffel oe 
Sonnenblumenkerne 
Schwarzwurzel / 
Wirsing 

Sparge! 

WeiBhoh/ 

Bohnen 

Grinkohl 

Spinat 

Koh/rabi 

Reinferment 
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Abb. 1. Die Restaktivitat der Peroxydase verschiedener pflanzlicher Gewebe nach 2 Minuten langem 
Erhitzen in siedendem Wasser. 

50° bis 98° (Abb. 2) zeigte, daB das Reinferment, besonders bei kurzen 

Erhitzungszeiten, wesentlich hitzeresistenter ist als das Ferment im pflanz- 

lichen Gewebe (bei 2 Minuten Erhitzdauer um das 3-47fache). 
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Abb. 2. Die Inaktivierung der Peroxydase bei verschiedener Temperatur in Kartoffel 
(Sorte Ackersegen und Flava). 











Im Gegensatz zu dieser anfanglichen, stark verminderten Hitzeresistenz 
geht die weitere Inaktivierung beim pflanzlichen Gewebe langsamer vor 
sich als beim Reinferment (s. Abb. 3). Dabei zeigt sich, daB die beobachtete 
Verzégerung der Inaktivierung bei niedrigeren Temperaturen bedeutend 
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groBer ist als bei héheren, Bei 98° nahert man sich den Verhiltnissen de 
Reinferments. 

Man kann im Verlauf der beiden Kurven fiir die Inaktivierungsg: 
schwindigkeit vier Bereiche unterscheiden (Tabelle 2). 

In dem Einflu8 der Temperatur bis 60° beim Reinferment und bis 70 
bei der Kartoffel sehen wir den eine: 
Aggregation der Teilchen des Trager 
eiweiBes in Ubereinstimmung mit Lr 
PESCHKIN [1], der feststellte, daB das 
Molekulargewicht der Gelatine beim 
Erwarmen von 42° auf 58° und 74° in 
Verhaltnis von 154 zu 212 und 23 
ansteigt und da®B auch bei Albumin 
30 60 2” 8% mo iOsungen bei Temperaturerhéhung bis 

Evhitaungstemperatur 37° durch Aggregation gréBere Mole- 
Abb. 3. Die Inaktivierungsgeschwindigkeit kiile gebildet werden, die allerdings 


der Peroxydase bei der Erhitzung in Wasser. 
(K = Inaktivierung) 


log Zeit © Reinferment, a 3 i : 
C Kartoffel, x Spargel, A Kohlrabi. wieder desaggregieren, ein kleineres 
Molekulargewicht als das vor der Er- 

hitzung aber erst wieder oberhalb 70° erreichen. 
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Lhaktivierungsgeschwindigheit K 


beim Uberschreiten dieser Temperatur 


Die Anderung der Inaktivierungsgeschwindigkeit bei weiterer Temperatur 
erhéhung erfolgt durch die zusitzlichen Erscheinungen der Denaturierung 
und spiater der Zerst6rung des Ferments, wie wir sie vorerst nennen wollen. 


Tabelle 2. Die verschiedenen Bereiche der Hitzeinaktivierung der Peroxydas: 
im pflanzlichen Gewebe. 





Bereich Deutung Reinferment | Kartoffel 





gleichbleib. Inaktivierungsgeschwindigkeit | 60° 70 
Denaturierung 60-70° 70-80 
erhohte gleichbl. Inakt.-Geschwindigkeit 70-90° 80-90 
Zerstérung go-98° go-98 








Die Bedeutung des Wassers fiir die Fermenttatigkeit geht aus unseren 
Extraktionsversuchen hervor, bei denen die Peroxydase von getrocknetem 
Gemiise mit der Zunahme der Quellzeit steigende Aktivitat zeigt. 

Es ist eine bekannte Erscheinung, daB Fermentpraparate, trocken er 
hitzt, wenig oder gar nicht in ihrer Aktivitat geschwacht werden, wahrend 
sie nach Befeuchtung leicht durch Hitze inaktiviert werden kénnen, Wir 
bestatigten dies fiir die Peroxydase im natiirlichen Gewebe an Sonnen- 
blumenkernen, welche — unvorbehandelt oder 3 Stunden in Wasser ge 
weicht — in 98° heiBemWasser erhitzt wurden. Das wasserreiche, gequollenc 
Produkt war gegen die Hitze empfindlicher als die trockenen Kerne. Noch 


[1] LEPESCHKIN: diese Z. 314, 135 (1943). 
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geringer war jedoch die Fermentschadigung, wenn der WassereinfluB bei 
der Erhitzung dadurch vollstandig ausgeschaltet wurde, daB die unvor- 
behandelten Kerne trocken erhitzt wurden. Eine 30 Minuten lange Ein- 
wirkung von 110° fiihrte dabei zu keiner Aktivitatsminderung (Abb. 4). 
Besonders auffallend lagen die Ver- 


le 
















= 
1e haltnisse bei Haferflocken (Tab. 6), die ” | ren | 
or allerdings kein unvorbehandeltes Material 

E mehr darstellen. Wahrend bei geniigendem 95| birt | stethir 
las Wassergehalt (98°) die Peroxydase nach 3s | 

in 30 Minuten langer Einwirkung der Siede- & *f] 

n temperatur des Wassers langst inaktiviert 5 

3c ist, gelingt das bei niedrigen Wasser- § 

n gehalten nur durch Anwendung von be- 2” 

dis deutend hdheren Temperaturen. ES 

a 

Bs Die Regeneration der Peroxydase. & ' 












Eingangs haben wir erwahnt, daB es 
bisher fiir pflanzliche Produkte noch nicht Ps a et es a ee 
eindeutig feststeht, ob die in ihnen ‘ent- Erhitedauer Min. 


haltene Peroxydase nach erfolgter teil- Abb. 4. ‘Der Einfluf des Wassers auf die 
‘ Peroxydase beim Erhitzen von Sonnen- 
























zs weiser Hitzeinaktivierung wieder regene- blumenkernen. 
8 . 1 ‘ ‘ © unvorbehandelte Kerne, Erhitzung in 
: riert. Unsere Aufgabe war, bei verschie- Luft von 110°, 
ee 4 os one : . A unvorbehandelte Kerne, Erhitzung in 
denen Gemiisen nachzupriifen, wieweit Wasser von 98°, 
; ° . e Cy 3 . A 
ve sich Regenerationserscheinungen zeigten © i* Wasser geweichte Keme, Erhitzung : 





und ob diese standig eintraten. Beim Er- 
hitzen der Versuchsproben in Wasser von 98° (Abb. 5) trat eine teilweise 
recht betrachtliche Regeneration auf. Eine Sonderstellung nehmen wieder 
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Abb. 5. Inaktivierung und Regeneration der Peroxydase in Gemiisen. Die Erhitzdauer betrug fiir 
Sellerie 30, fiir Spargel 70, fiir Kohlrabi 50, fiir alle anderen Gemiise 60 Sekunden. 

@§ 10 Min, nach beendigter Erhitzung gemessene Aktivitat. 

(2 Aktivitatszuwachs in erhitztem Gemiise nach 24 Stunden. 











die Sonnenblumenkerne ein, bei denen wir keinerlei Regenerierung fanden. 
Wir vermuten, daB dies mit dem geringen Wassergehalt des Gewebes 
(5,7°%) zusammenhangt. 
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Bei unseren Reinfermentversuchen hatten wir die Aktivitaét nach Re 
generation auf diejenige sofort nach der Erhitzung bezogen und diesen 
Begriff der relativen Regeneration wiederum zu dem nach dem Erhitzen 
gemessenen Wert in Beziehung gebracht. Wir fiihrten solche Versuch: 
an Kartoffeln, Spinat, Spargel und Kohlrabi durch. Wenn auch die Er 
gebnisse durch die bedeutend gréBeren Fehler unserer Reaktion im 
Pflanzenmaterial nicht so exakt waren wie bei den Versuchen mit dem 
Reinferment, so zeigte sich doch, daB die relative Regeneration auch hier 
im pflanzlichen Material um so starker war, je stirker die Peroxydase 
durch das Erhitzen geschadigt worden war. (Der Befund ist statistisch ge- 
sichert. ) 

Die peroxydatische Wirkung, die sofort nach der Erhitzung oder nach 
der Regeneration gemessen wurde, darf als Fermentwirkung betrachtet 
werden, da sie jeweils durch erneutes, langer dauerndes Erhitzen bis aut 
Spuren vernichtet werden konnte (Blindversuch). 


Versuchsteil. 


Zerkleinerung des Versuchsmaterials. 


Nach WILLSTATTER und Mitarbeitern [1] erreicht der Anteil der im Ge 
webe verankerten Peroxydase, des Desmo-Enzyms, Werte von betricht- 
licher Héhe. Um diesen Teil des peroxydatischen Systems mdglichst weit- 
gehend mitzubestimmen, laBt sich eine feine Zerkleinerung des Pflanzen- 
materials nicht umgehen, was gewohnlich durch Verreiben in der Reib- 
schale mit Seesand unter allmahlicher Zugabe von Wasser erreicht wird 
[35 2h 

Bei der Empfindlichkeit der Peroxydase gegen Schiitteln und Durch- 
leiten von Gas [3] kénnte bei der Zerkleinerung der Gewebe die Peroxydase 
durch die Beriihrung mit Luft geschadigt werden. Fiir verschiedene Zer 
kleinerungsverfahren, bei denen das Material in verschieden starkem Mab 
mit Luft durchmischt wurde, zerschnitten wir dieses zunachst mit rost- 
freiem Messer in Wiirfelchen von ca. 5 mm Kantenlainge. Diese wurden 

1. ohne weitere Behandlung mit Seesand und Wasser im Porzellanmérser 
fein verrieben und nach einstiindigem Stehen auf ihren Peroxydasegehalt unter- 
sucht, 


2. nach vorhergehendem Passieren einer Rohkostmihle in gleicher Weise 
verarbeitet und 


[x] WILLSTATTER u. Mitarb.: Liebigs Ann. Chem. 416, 21 (1918); 422, 47 (1921); 
Untersuchungen iiber Enzyme I, 514 ff., Berlin 1928. 

[2] Batts u. Hae: J. Assoc. offic. agric. Chem. 16, 445 (1933), zit. n. Chem. 
Zbl. 1933 II, 3355. 

[3] BAMANN u. Myrpack: Methoden der Fermentforschung III, S. 602, Leipzig 
1941; Dremair u. HAusser: Z. analyt. Chem. 122, 173 (1941); BriEDERMANN: diese 
Z. 150, 477 (1924). 
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3. zuerst im Morser grob verrieben, dann 4% Stunde in der Kugelmihle ge- 
mahlen, in Wasser aufgenommen und nach weiterem stiindigem Stehen unter- 
sucht. 

Nach den erhaltenen Werten (T'ab. 3) bestand bei der Aktivitat der Kar 
toffel die Tendenz, um so héhere Werte anzunehmen, je weniger das Zell 
material mit Luft durchgearbeitet wurde. Wir entschieden uns deshalb fiir 
die unter 1. genannte Zerkleinerungsart, womit wir auch eine Beriihrung 








des Untersuchungsmaterials mit dem Eisen der Rohkostmiihle und die 






damit verbundenen Stérungsméglichkeiten vermieden [1-7]. 






Tabelle 3. Der Einfluf der Zerkleinerung auf die Bestimmung der Peroxydase- 
Aktivitat in Kartoffel, Angabe in F.Z.|g Kartoffel. 


















Zerkleinerungsart | F.Z./g 
te Winttel) aivekt. vervieben: 6.4.64... Soe ea ek 72,4 + 11,9 
2. Verwendung der Rohkostmiihle .......... 56,9 + 6,9 
3. Verwendung der Kugelmiihle oe east Bh ee a ey 48,7+ 5,5 





Die Hohe der Einwaage bei der Extraktion. 





Besonders bei getrocknetem Gewebe muBte es bei der Verreibung fiir 
eine gegebene Lésungsmittelmenge eine Héhe der Einwaage geben, die 
man ohne eine Verminderung der Fermentausbeute nicht iiberschreiten 
durfte. Wahrend bei Frischwirsing im untersuchten Bereich kein Einflub 
erkennbar war, erhielt man bei einer lange gelagerten Probe von getrock- 
netem Wirsing bei kurzer Extraktionszeit (1 Stunde) schon eine maximale 
Ausbeute, wenn 1 g Trockenwirsing mit 39 ccm Wasser verrieben wurde. 
Bei langerer Extraktionszeit (20 Stunden) muBte der Ansatz starker ver- 
diinnt werden, wenn man Hochstwerte erhalten wollte (Tab. 4). Unsere 
Einwaage setzten wir auf 5g Frisch- bzw. 2 g Trockengewebe fiir 100 ccm 












Verreibung fest. 





Der EinfluB des Lésungsmittels. 





Fiir die Fermentausbeute ausschlaggebend ist die Beschaffenheit des 
Lésungsmittels (py-Wert [8] und SalzeinfluB [9)). 





fi] Jescux1: Milchwirtsch. Forsch. 15, 110 (1933). 

[2] Grimmer u. RauscuninG: Milchwirtsch. Forsch. 15, 381 (1933). 

[3] Tamai: J. Biochemistry 23, 1 (1936), zit. n. Chem. Zbl. 1936 HI, 113. 

[4] KuttsuGin u. Ssoxotowa: Arch. Sci. biol. (russ.) 41, Nr. 3, 145 (1936); 
zit. n. Chem. Zbl. 1937 II, 3908. 

[5] GotpscumipT u. Pauncz: Liebigs Ann. Chem. 502, 1 (1933). 

[6] Krause: Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 1229, 1033 (1938). 

{7] Dremair u. Havusser: Z. analyt. Chem. 122, 173 (1941). 

[8] WitusTATTER u. Mitarb.: Liebigs Ann. Chem. 430, 269 (1923); Unter- 
suchungen uber Enzyme I, S. 514 ff., Berlin 1928. 
[9] FRANKE in v. EULER: Chemie der Enzyme II, S. 428, Miinchen 1934. 
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Tabelle 4. 
EinfluB der Héhe der Einwaage an Pflanzensubstanzen wihrend der Extraktio 
Bestimmung in der abzentrifugierten Fliissigkeit. Angaben in F.Z./g¢ Gemiise. 





Verreibung: Frischwirsing Trockenwirsing 
Teile Substanz + Teile Wasser 1 Std.extrahiert 1 Std. extrahiert | 20 Std.extrahiert 





1 9 
1 19 17,0 24,4 
a “39 2 32,6 
1 
1 


ov = = Ww 
5 
o) 


a a. 
wiwn © 


23, 
99 22,6 44,8 
199 44,6 


Wir versuchten nun, die bisherigen Angaben, die sich auf die Pyrogallo! 











bzw. Jodidoxydation der Peroxydase beziehen, auch fiir die Leuko-Indo 
phenol-Reaktion zu_ bestatigen 


& 
S 





Die in Abb. 6 wiedergegebenen 
Ergebnisse an Trockenwirsing b 
stitigen diese Feststellungen. Wik 
es Oparin [1] bei Amylase in 
Zuckerriibenblattern beobachtete, 


F Z./y Trockenwirsing 
— 
8 


g 


so tritt auch bei der Peroxydas: 
ein Maximum in dem untersuch- 
ten Bereich nicht auf. Der Salz- 





Aantal iy ~80 einfluB zeigt sich bei Acetatpuffer 


eR dae ct (py = 5,8) in der starkeren Fer 
mentausbeute gegeniiber Phos- 
phatpuffer (py = 6,0), wobei man 
eine an Hemmwirkung des PO, 
Ions denken muB. Weiterhin er- 
whe = niedrigen sich die Enzymaus 

Phospharpufer Dy~ 70 beuten mit steigender Glycerin 
| Elycerin 25% ee konzentration, da bei Glycerin- 





deta iets 'Phosphatoufer py ~65 extraktion gew6hnlich nur das 
gerade vorliegende Lyo-Enzym 
in Lésung geht [2]. Die Wert 














| 


lagen bei einstiindiger Extrak- 


| Glycerin 50% | Phosphatpufer Pa~69 | tion mit 28,1 fiir 25°%iges und 


| 











$8  & BH #8 * 20,3 fir 50% iges Glycerin unte 
Extraktionszeit St. j stable w : 
: denen der rein waBrigen Extrak- 
Abb. 6. Der Einflu8 des Extraktionsmittels auf die ° 
Fermentausbeute bei getrocknetem Wirsing. tion mit 29,8. 
Die Extraktionszeit. 
Die Extraktionszeit, die bei Frischgemiise die gemessene Ferment 
aktivitat im allgemeinen wenig beeinfluBt, ist wesentlich fiir die Hohe der 
[1] Opanin: Erg. Enzymforsch. 3, 57 (1934). 
[2] BAMANN u. SALzER: Erg. Enzymforsch. 7, 28 (1938). 
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Messung bei Trockengemiise (Abb. 6 und Tab. 4). Das durch die Trock- 







































ag nung entquollene FermenteiweiB muB erst wieder geniigend Wasser auf- 
a nehmen, bis es seine Aufgabe erfiillen kann. Dieser Aktivitatszunahme in 
bicet folge Quellung bei 20° steht die AktivitatseinbuBe gegeniiber, die man all- 
a gemein beim Stehen von Fermentlésungen beobachtet. Da letztere die zu 
Beginn der Extraktion vorherrschende Aktivitatssteigerung durch Quel- 
lung nach etwa 15 bis 20 Stunden iiberwiegt, tritt um diese Zeit ein ge 
wisses Maximum auf, das indessen infolge der Uberlagerung der beiden 
Vorgange kein MaB fiir die wirkliche maximale Peroxydasemenge in dem 
Hol Trockenmaterial darstellt. Wir verringerten deshalb die Extraktionszeit 
ie fiir die Bestimmung auf einheitlich 1 Stunde. 
yen 
men Die Bestimmungsmethode. 
be Zur Aktivitatsbestimmung eines pflanzlichen Gewebes wurde eine auf 
Wie Grund obiger Erkenntnis erhaltene Suspension des Materials nach der 
iD friiher [i] aufgestellten Arbeitsvorschrift untersucht, wobei wir jedoch das 
ete Zetsssche Stufenphotometer durch das Kolorimeter von LANGE (Filter BG) 
las ersetzten. Der mittlere Fehler der Bestimmung betrug + 15°. 
= Es wurde stets mit glas-in-glas-destilliertem Wasser gearbeitet. Den 
ie Blindwert des Gewebes erhielt man mit der 14 Stunde im siedenden Wasser- 
oh bad erhitzten Gewebesuspension. Er war meist 0. 
‘er 
LOS- 
— Die Hitzeschddigung der Peroxydase im pflanzlichen Verband. 
V4 Die Schwierigkeit bei allen durchgefiihrten Erhitzungsversuchen lag in 
= der Anwarmzeit des Versuchsmaterials (bei 3 mm dicken Spargelscheiben, 
<a mit dem Thermoelement gemessen, durchschnittlich 30 Sekunden fiir 98°) 
8 und den dabei auftretenden, ebenfalls schon inaktivierend wirkenden 
al Ubergangstemperaturen, die bei der groBenteils kurzen Erhitzungszeit er- 
las heblich ins Gewicht fielen. 
ee Zur Vereinheitlichung der Ergebnisse wurden Blatter in ca. 5 mm breite Streifen, 
rte Stengelteile und Knollen in 5 mm dicke Scheiben bzw. Wiirfelchen zerschnitten. 
ik- Zur Aufstellung der Inaktivierungskurven von Gemiisen gaben wir 5 g des 
ind Versuchsmaterials in 45 g Wasser der betreffenden Temperatur, das nach einer 
ter gemessenen Zeit durch Kiihlwasser ersetzt wurde. Die Zerkleinerung schloB sich 
7 unter Verwendung des abgekihlten Erhitzungs- und Kihlwassers an, obwohl in 
einigen Proben durchgefiihrte Parallelbestimmungen unter Verwerfung dieser 
Fliissigkeiten zu denselben Werten gefihrt hatten. 
Die Ergebnisse, die an zwei Kartoffelsorten von 50 bis 98° und 30 Se- 
nt kunden bis 30 Minuten gewonnen wurden, sind in Abb. 2 niedergelegt. 
ler An Kohlrabi und Spargel wurden Teilversuche durchgefiihrt (Tab. 5). 





{1] HERRLINGER u. KLIERMEIER: diese Z. 317, 1 (1944). 
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Tabelle 5. Die Hitzeschddigung der Peroxydase in Kohlrabi bet 60° und 08 
und im Spargel bei 70° und 98°. 





Erhitzungs- | Erhitzungs- 
temperatur | zeit Restaktivitat Inaktivierung* 
‘ | Sek. 





Kohlrabi: 


4540 
3445 
2806 
3165 
1430 

841 

267 





Spargel. 


3453 
15,38 


22:2 


6,97 
45 6,14 
70 2,04 
95 1,46 











* totale Inaktivierung = 1,00. 


Der EinfluB des Wassers auf die Hitzeinaktivierung. 


Das Ergebnis von Inaktivierungsversuchen, die an trockenen und ge 
weichten, enthiilsten Sonnenblumenkernen durchgefiihrt wurden, ist 
gréBtenteils aus Abb. 4 ersichtlich. Noch krassere gleichlautende Befunde 
erzielten wir bei Haferflocken. 


Tabelle 6. Die Hitz zeinaktivierung der Peroxydase in Haferflocken. 
Angabe in F.Z./g Haferflocken. 





Vorbehandlung Wassergehalt 








Unbehandelt ‘ 

2% Stunden im T tockenschrank bei. 105° 

30 "Minuten bei 72-85°, befeuchtet 

30 Minuten bei 75-85° befeuchtet 

40 Minuten bei 95°, befeuchtet . 

Haferflocken von 100°, versetzt mit siedevidem Ww. as- 
ser, 1 Stunde auf 100° gehalten . 

Haferflocken von 100°, 1 Stunde auf 100° gehalten 

Haferflocken von 100°, 1 Stunde auf 100° gehalten 

30 Minuten bei 200°, befeuchtet 

45 Minuten bei 300°, befeuchtet 

Verreibung 2:100, 30 Minuten gekocht 











Inaktivierung und Regeneration der Peroxydase. 


Die Regeneration der Peroxydase. 


Die Versuche zum Studium der Regeneration der Peroxydase in Pflanzen 
produkten wurden derart gefiihrt, da die Proben, wie beschrieben, in 
Wasser erhitzt wurden. Das Heiz- bzw. Kiihlwasser wurde verworfen. 
Die erhitzte Gemiiseprobe wurde zu einem Teil sofort der Bestimmung zu 
gefiihrt, zum anderen 24 Stunden verschlossen bei Zimmertemperatur auf 
bewahrt und dann untersucht. Einen Ausschnitt aus den vielen einzelnen 
MeBergebnissen gibt Tab. 7 wieder. 


Tabelle 7. Die Regeneration der Peroxydase in Pfhlanzenprodukten bei Variierung 
der Erhitzungszeit und -temperatur. Angaben in F.Z./g Frischgemiise. 





| b | d 
| 


Akt.,10 Min. Akt.,24 Std. 
n.d. Erhitzen n.d. Erhitzen 


Erhitzungs- Erhitzungs- | 
temperatur zeit 


% Sek. 


Relative 
Regeneration 


dic 





Kartoffel: 50 u. 60° Sorte Centifolia, 
80 — 98° Sorte Ackersegen. 


oo 


56, 
42, 
56 


37; 


_ 


41,1 0,90 
46,9 0,83 
52,3 1.41 
24,9 1,47 
28,7 1,74 
2,70 
1,40 
3,92 
34 
,04 
»40 


50 


7 
oO 
,O 


NuumOwwmna om 
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Zusammenfassung. 
1. Bei der Bestimmung der Peroxydaseaktivitat in pflanzlichen Gewebe: 
wird der EinfluB verschiedener Faktoren bei der Extraktion er6rtert und 
zu klaren versucht. 


2. An Hand von Kurven der Peroxydaseaktivitat in Gemiisen, di 
30 Sekunden bis 30 Minuten lang auf 50 bis 98° erhitzt worden waren. 
wurde gezeigt, daB die Hitzedenaturierung der Peroxydase in pflanzliche: 
Produkten wie beim Reinferment je nach der Héhe der Temperatur nach 
verschiedenen Reaktionsfolgen verlauft. Im Vergleich zum Reinferment 


wird das Ferment in der Pflanze im ersten Augenblick der Erhitzung 
starker geschadigt. Die Geschwindigkeit der fortlaufenden Inaktivierung 
ist jedoch geringer als die beim Reinferment. 

3. Die Hitzestabilitaét steigt mit fallendem Wassergehalt. 

4. Die Regeneration der Peroxydase nach erfolgter Warmebehandlung 
ist wie beim Reinferment im pflanzlichen Material um so starker, je starke: 
das Ferment inaktiviert worden war. Dabei regeneriert es oft iiber das 
Zehnfache der urspriinglichen Restaktivitaét (statistisch gesicherte Kor 
relation). 








Bestimmung des Natriums im biologischen Material. 







Von 















en, Hans KATHEN und Konrapb LAnNe. 
a Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Johannes-Gutenberg-U niversitat 
ia in Mainz.) 
ne ( Eingegangen am 20. August 1947.) 
ing 
Zur Mikrobestimmung des Natriums im biologischen Material haben 

sich die Verfahren, die auf einer Fallung des Natriums als Natrium-Zink- 
ne Uranylacetat beruhen, weitgehend durchgesetzt und bewahrt. In unserem 
= Institut verwendeten wir die Methode von WEINBACH [1], bei welcher der 
as Natriumgehalt durch Titration des gefallten Natrium-Zink-Uranylacetats 
ne mit Lauge ermittelt wird. Beim Arbeiten mit Standardlésungen von NaCl 





fiel uns aber auf, daB regelmaBig zu hohe Werte gefunden werden. Diese 
Beobachtung veranlaBte uns zu einer systematischen Uberpriifung der 





Natriumbestimmung. 
In zehn Parallelversuchen, in denen je 421,4 y Na vorgelegt worden 






waren, ergab sich nach Abzug des Leerwertes von 0,17 ccm ein Verbrauch 
von 3,25 ccm n/20 NaOH. Nach WEINBACH ist die Reaktionsgleichung : 
(UO,),NaZn(CH,COO), + 8 NaOH = 
3 UO,(OH), + Zn(OH), + 9 CH,COOH. (1) 
Auf 1 Atom Na kommen also 8 Aquivalente NaOH. Mithin entspricht 
1 ccm n/20 NaOH 143, 8y Na. Demnach fanden wir im Mittel 467,2 y Na 
bei einer Einwaage von 421,4 y. 
Nun nimmt Drecuss [2] eine andere Reaktionsgleichung an: 
2 (UO,)sNaZn(CH,;COO), + 18 NaOH 
3 Na,U,O, + 2 Zn(CH,COO), + 14 CH,COONa +9H,0. (2) 
Nach Drecuss werden fiir 1 Atom Na 9 Aquivalente Lauge verbraucht. 
In diesem Fall entspricht 1 ccm n/zo NaOH 127,7 y Na. Nehmen wir 
diesen Faktor als Berechnungsgrundlage, so ergibt unser Titrationswert 
von 3,25 ccm einen Natriumgehalt von 415,3 y, also eine gute Uberein- 















stimmung mit dem theoretischen Wert von 421,4 y. 

Man kann aber leicht nachweisen, daB die Reaktionsgleichung von 
DreEGUss unméglich zutreffend sein kann. Denn bei der Titration mit 
Phenolphthalein als Indikator entsteht kein Uranat. 








[1] J. biol. Chemistry 110, 95 (1935). 
[2] Diese Z. 303, 69 (1939). 
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Wir haben 2,2359 g reinstes Uranylacetat UO,(CH,;COO), - 2H,O z 
250 ccm Wasser gelést und je 2 ccm dieser Lésung mit n/z0 NaOH gege: 
Phenolphthalein als Indikator titriert. Im Mittel verbrauchten wir 1,90 ccn 
Bei der Bildung von Uranylhydroxyd ware der theoretische Titrationswer: 


1,69 ccm und bei dem Ubergang in Uranat das Doppelte, also 3,38 ccn 


Phenolphthalein schlagt also um, wenn die Reaktion etwas itiber die Stuf 
des Hydroxyds hinausgegangen ist. Durch Multiplikation der Titrations 
werte mit dem Faktor 0,889 kann man sie auf den theoretischen Wert redu 
zieren. Von der Wahl eines anderen Indikators haben wir wegen de: 
Schwierigkeit der Erkennung des Umschlagpunktes in der gelbgefarbte: 
Titrationsfliissigkeit Abstand genommen. 

Weiterhin haben wir 1,4372 g reinstes, selbst dargestelltes Natrium-Zink 
Uranylacetat zu 200 ccm Wasser gelést und Proben von je 2,5 ccm titriert 
Im Mittel verbrauchten wir 2,10 ccm n/2o NaOH. Nach der Gleichung 
von WEINBACH ware ein Verbrauch von 1,87 ccm zu erwarten gewesen 
Auch hier ergibt eine Multiplikation des gefundenen Wertes mit dem 
Faktor 0,889 den errechneten. Dagegen wire nach der Formulierung von 
DreGUss unser Titrationswert theoretisch zu erwarten gewesen. 

Unsere Versuche haben also ergeben, daB die Gleichung von WEINBACii 
nicht ganz zutreffend ist, indem die Reaktion etwas iiber ihre Stufe hinaus 
geht. Durch Multiplikation mit dem Faktor 0,889 kann auf den theoreti 
schen Wert reduziert werden. Weiterhin geht aus unseren Versuchen her 
vor, daB die Formulierung von Drecuss sicherlich nicht richtig ist, dal 
aber der von DreGuss empirisch ermittelte Faktor von 127,7 y Na fii 
1 cem n/20 NaOH zutrifft. 

Bei unseren Versuchen stieBen wir noch auf einen weiteren Umstand. 
der eine erhebliche Fehlerquelle bei Natriumbestimmungen darstellt. Fallt 
man das Natrium nach der Vorschrift von WEINBACH aus, so sieht man au! 
jedem Zentrifugenglas eine kleine Menge von Kristallen auf der Ober 
flache der Reaktionsmischung schwimmen, die sich auch durch scharfstes 
Zentrifugieren mit einer tiiblichen Laboratoriumszentrifuge nicht sedimen 
tieren lassen. Der abzentrifugierte Niederschlag selbst ist relativ grob 
kristallin und wird leicht wieder aufgewirbelt. Beides verfihrt einen, in 
dem Bestreben Verluste zu vermeiden, dazu, nach dem Zentrifugieren di 
oben stehende Fliissigkeit nicht scharf genug abzusaugen. Nunmehr wird 
mit Aceton, das mit Natrium-Zink-Uranylacetat gesattigt ist, ausge 
waschen. Ist in den Zentrifugenréhrchen iiber dem Niederschlag eine klein: 
Fliissigkeitsmenge stehengeblieben, so bildet sich in dem Waschaceto: 
eine feine Triibung, die sich nach dem darauf erfolgenden Zentrifugieren 
in Form eines weiBen, hauchartigen Beschlags an der Glaswand festsetzt 
Wir konnten ihn als Zinkhydroxyd identifizieren. Beim Auswaschen mi 
Aceton (oder einer anderen Waschfliissigkeit) kommt es infolge der Ent 
fernung der tiberschiissigen Essigsaure zu einer hydrolytischen Dissoziatio: 
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von Zinkuranylacetat, wobei Zinkhydroxyd entsteht. Das dazu bendtigte 





Wasser stammt aus der verwiasserten Fallungsflissigkeit, die tiber dem 
Niederschlag stehengeblieben war. Die Bildung beider Hydroxyde, 
(UO,),Zn(CH,COO), + 6 H,O 
Zn(OH), + 2 UO,(OH), + 6 CH,COOH, (3) 









verursacht einen Mehrverbrauch an Lauge, der um so gréBer wird, je we- 
niger scharf abgesaugt wurde, d. h. je mehr Fliissigkeit iiber dem Nieder- 
schlag zuriickgeblieben war. Die aufgezeigte Fehlerquelle wirkt sich also 








in zu hohen Titrationswerten aus. 
Nachdem wir diese Erfahrungen gesammelt hatten, konnten wir daran 






gehen, eine eigene Bestimmungsmethode zu entwickeln. Zur Vermeidung 
der hydrolytischen Dissoziation beniitzen wir als Waschflissigkeit Eis- 
essig, nachdem wir uns tiberzeugt hatten, daB ein Zusatz von Essigsiure 
zum Aceton nicht vollstandig ausreichte, um den Fehlerauszumerzen. Der 
Eisessig muB dann durch wiederholtes Auswaschen mit Ather quantitatiy 
wieder entfernt werden. Weiterhin saugen wir die Fallungsfliissigkeit mit 
Hilfe eines Mikrofilterstabchens ab, wodurch alle Verluste vermieden 
werden und trotzdem trocken gesaugt werden kann. Gleichzeitig hat man 
die Annehmlichkeit, daB Fallen, Waschen, Lésen und Titrieren des Nie- 
derschlags in einem und demselben Gefa8 ausgefiihrt werden. Die Filter- 
stabchen verbleiben stets in dem GefaB. 
















Neue Methode zur Bestimmung von Natrium im biologischen Material. 






Erforderliche Reagenzien: 
1. Zink-Uranylacetatreagenz. 
a) 77 g Uranylacetat (UO,(CH,;COO),: 2H,O) werden in der Warme in 
14 ccm Eisessig und doppelt destilliertem Wasser zu 500 ccm gelést. 
b) 231 g Zinkacetat (Zn(CH,;COO),° 2H,O) werden in 7 ccm Eisessig und 
doppelt destilliertem Wasser in der Warme zu 500 ccm gelost. 
Man mischt die beiden warmen Lésungen, laBt 24 Stunden stehen und 
filtriert durch ein aschefreies Filter. Die Lésung muB in brauner Flasche 
aufbewahrt werden und ist jeweils vor dem Gebrauch zu filtrieren. 

2. Eisessig gesattigt mit Natrium-Zink-Uranaylcetat. Man schiittelt den 
Eisessig 8 Stunden lang auf der Maschine mit der fein gepulverten Sub- 
stanz und filtriert vor dem Gebrauch durch ein aschefreies Filter. 

3. Ather gesattigt mit Natrium-Zink-Uranylacetat. Herstellung wie beim 














Eisessig. 

4. 0,1%iges Phenolphthalein in Alkohol. 

5. n/zo NaOH. 

Vorbehandlung der Filterstaébchen : Mikrofilterstabchen B, werden 24 Std. 
in Kénigswasser eingelegt, dann 20 Min. in flieBendem Wasser gespiilt, 
28 
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anschlieBend 24 Std. in mehrfach gewechseltes destilliertes Wasser ein 
gelegt. Zum SchluB werden durch jedes Stabchen 100 ccm doppelt desti! 
liertes Wasser und darauf 2 ccm Aceton gesaugt, worauf man sie bei 110 
trocknet. 

Durchfiihrung der Bestimmung: 1 ccm der zu untersuchenden Lésung 
(150-500 y Na) wird in einem Praparatenglas (Jenaer Glas) mit flachem 
Boden von ca. 20-25 ccm Inhalt mit 10 ccm Reagenz versetzt und 24 Std. 
bei Zimmertemperatur stehengelassen. Dann wird durch das Filterstabchen 
ganz scharf abgesaugt, so daB héchstens Spuren der Reagenzlésung zu 
riickbleiben. Nun l4Bt man aus einer Pipette rund um den oberen Rand 
0,5 ccm Eisessig (gesattigt mit Natrium-Zink-Uranylacetat) herabflieBen 
und saugt ab. Daraufhin wascht man viermal mit je 5 ccm Ather (gesittig: 
mit Natrium-Zink-Uranylacetat), den man aus einem MeBzylinder zu 
flieBen laBt, indem man den AusguB des Zylinders am oberen Rande des 
Praparatenglases herumfiihrt. Gleichzeitig spiilt man auch das untere Ende 
des Gummischlauches ab. Nachdem zum Schlu8 ganz trocken gesaugt 
worden war, belaBt man den Gummischlauch am Stabchen und verschlieBt 
sein freies Ende durch einen kurzen Glasstab. Nun gibt man 10 ccm doppelt 
destilliertes Wasser und 3 Tropfen Phenolphthaleinlésung in das Glas und 
rihrt vorsichtig um, indem man das Filterstabchen dreht (nicht von oben 
nach unten bewegen!). AnschlieBend titriert man bis zur deutlichen Rot 
farbung und notiert die Uhrzeit. Nach 30 Min. langem Stehen wird gut 
umgeriihrt. Wahrend dieser Zeit haben sich die ungelést gebliebenen 
Kristalle, die beim Auflésen in die Poren des Filters gelangt waren, auf- 
gelést, erkennbar durch eine deutliche Gelbfarbung am Boden des Glases. 
Darauf titriert man wieder bis zur bleibenden Rotfarbung. 

Berechnung: 1 ccm n/20 NaOH = 127,7 y Na. 

Zur Natriumbestimmung im Serum werden 2 ccm Serum mit 30 ccm 
Wasser und 8 ccm Trichloressigsaure versetzt. Nach 30 Min. langem Stehen 
wird zentrifugiert und je 2 ccm Filtrat (entsprechend 0,1 ccm Serum) mit 
10 ccm Reagenz gefiallt. Die so erhaltenen Werte sind identisch mit sol- 
chen nach trockener Veraschung des Serums in Platinschalen bei 600°. 


Die Zuverlassigkeit der Methode geht aus der folgenden Tabelle hervor. 


Tabelle 1. Je 10 Parallelbestimmungen in Standardlésungen von NaCl ergaben: 





Gefunden y Na 
Mittel Minimum 


! 
| Vorgelegt y Na 





471,0 459,2 469,9 
353.3 347,3 351,2 
177,9 17357 175,6 
158,7 155,8 152,2 
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Die Bestimmungsmethode wird durch die Anwesenheit der anderen im 
biologischen Material anwesenden Mineralstoffe nicht gestért. Eine L6 
sung, die 221,9 y Na, 307 K, 15 y Ca, 5 y Mg, 46,5 y NHyg, 56,5 y SO, 


und 40,0 y P (in Form von PO,) enthielt, ergab mit unserer Methode einen 


Na-Gehalt von 226,6 y Na. 


Zusammenfassung. 


Bei der titrimetrischen Bestimmung von Natrium, das als Natrium-Zink 
Uranylacetat ausgefallt wurde, werden pro Atom Natrium etwas mehr als 
8 Aquivalente Lauge verbraucht. Die von DreGuss angegebene Reaktions 
gleichung trifft nicht zu, dagegen erwies sich der von ihm empirisch ge 
fundene Faktor als richtig. Bei dem Auswaschen des Niederschlags konnen 
durch hydrolytische Dissoziation Fehlerquellen entstehen, die sich in zu 
hohen ‘Titrationswerten auswirken. Es wird ein neues Bestimmungsver 
fahren beschrieben, das diese Fehlerquellen vermeidet. 
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Einleitung und Problemsteilung. 


Die biologische Forschung der letzten Jahrzehnte erbrachte die Er- 
kenntnis, daB die Abwicklung zahlreicher lebenswichtiger Vorgange im 
menschlichen Organismus an die Gegenwart einer Reihe von Elementen 
gebunden sei, denen man bislang infolge ihres spurenhaften Auftretens 
kein wesentliches Interesse gewidmet hatte. Im Laufe der zunehmenden 
Beschaftigung mit ihnen wurden sie als ,,Spurenelemente“ ein Begriff. 
Zu ihnen gehoren die in Organen und Ko6rperfliissigkeiten in Konzen- 
trationen von meist weniger als 1 mg®, auftretenden Ionen. Dort, wo 
ihnen spezifische biologische Funktionen nachgewiesen werden konnten 

wie beispielsweise Co, Cu, Fe, J, Mn und Zn -, finden wir sie am 
Zustandekommen elementarer Reaktionen des humoralen und zellularen 
Stoffwechsels entscheidend beteiligt. Hierbei treten sie zum Teil als feste 
Bausteine von Blut- und Zellfarbstoffen, Enzymen oder Hormonen auf, 
zum Teil reversibel an einzelne Phasen intermediarer Auf- und Abbau- 


prozesse gebunden. Unsere Vorstellungen iiber ihren Wirkungsmechanis- 


mus sind zur Zeit noch sehr unvollkommen. Wo dieser im biochemischen 
Modellversuch aufgezeigt werden konnte, sehen wir, daB die Ionen in 
Abhangigkeit von Milieu und Konzentration die Titigkeit bestimmter 
Fermentsysteme aktivieren oder hemmen, wobei sie im ersten Falle durch 
Substratbindung, Enthemmung oder Bildung von Zwischenprodukten 
wirksam zu sein scheinen, waihrend im anderen Falle eine Blockierung 
freier Valenzen von Substrat oder Ferment durch sie angenommen werden 
muB. Eine ahnliche Aktivator- oder Ubertragerrolle scheinen sie bei der 
Tatigkeit mancher Redoxsysteme zu spielen. Diese Erkenntnisse wurden 
jedoch durchwegs in vitro gewonnen, sie lassen auf die Verhiltnisse in vivo 
daher nur bedingte Analogieschliisse zu. 

In einer Reihe weiterer Falle konnte lediglich die Tatsache eines fordern 
den Einflusses einzelner Spurenelemente auf die Tatigkeit bestimmter Zell 
und Organsysteme (Reticulo-endotheliales System, Zentralnervensystem, 
Hormondriisen) festgestellt werden, ohne daB die Ergebnisse Riickschliisse 
auf Wirkungsmechanismus oder Art der Bindung gestatten. 

Bei der Mehrzahl der im Organismus auftretenden Spurenelemente 
— wie Al, Ag, As, B, Br, Cr, F, Mo, Ni, Li, Pb, Sn, Sr, Ti und V — steht 
jedoch noch die Frage offen, ob ihre Anwesenheit lediglich alimentir zu 
erklaren ist oder der Erfiillung lebenswichtiger Aufgaben dient und ferner, 
welcher Natur dieselben sind. 

Wesentliche Schwierigkeiten bereitete bei derartigen Fragestellungen 
bisher das quantitative Problem. Diese hatten ihre Ursache zumeist in den 
minimalen Konzentrationen der gesuchten Ionen, die sich haufig dem Be- 
stimmungsbereich der chemischen Analytik véllig entzogen oder ihren 
Grenzen derart naherten, daB mit den angewendeten Methoden lediglich 
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eine Feststellung nach GréBenordnungen oder iiberhaupt nur ein quali 

tativer Nachweis méglich war. Einen wesentlichen Fortschritt bedeutet: 
die Einfiihrung physikalischer MeBverfahren in die Biologie und Medizin 

deren héhere Empfindlichkeit und geringere Fehlerbreite in vielen Fallen 
die quantitative Bestimmung bisher nicht erfabbarer Elementkonzentra 

tionen mdglich machte. Neben den bewahrten Methoden der Photometri 
erscheint hier besonders die Anwendung der quantitativen Emissions 
spektralanalyse (Wa. GERLACH) erfolgversprechend, eines Verfahrens voi 
héchster Eindeutigkeit und Empfindlichkeit des Nachweises, das zudem 
noch die dokumentarische Festlegung der Resultate mittels ihrer Fixic 

rung auf der photographischen Platte gestattet. Die hierbei bendtigten 
Mengen an Analysenmaterial sind auBerordentlich gering, da sich der 
Mefbereich der quantitativen Spektralanalyse fiir zahlreiche Elemente bis 
zu 1—5 X10" g erstreckt. Praktisch bedeutet dies, daB die Bestimmung 
eines Elementes mit durchschnittlicher Nachweisempfindlichkeit, das in 
einer Konzentration von 100 ¥°,, vorliegt, schon in 0,1-0,5 g organischer 
Frischsubstanz mit ausreichender Genauigkeit durchfithrbar ist. 

Die Verwendbarkeit der Spektralanalyse — eines urspriinglich fiir physi- 
kalische und technische Zwecke entwickelten Verfahrens — fiir den Spuren 
nachweis in biologischen Materialien setzt allerdings einen Ausbau ihrer 
Methodik [1] unter den Gesichtspunkten derartiger Fragestellungen vor- 
aus. Hierzu mit einigen Erfahrungen beizutragen, soll Aufgabe dieser 
Arbeit sein. Ihr liegt ein Material von etwa 1800 Spektrogrammen zu 
grunde, die an verschiedenen organischen Materialien auf der Suche nach 
optimalen spektrochemischen Analysebedingungen gewonnen wurden. 


Teil 1: Grundlagen der Emissionsspektralanalyse. 


1. Das Emissionsspektrum. 


Im ungestérten Atom wird der positiv geladene Kern von einer Anzahl negatiy 
geladener Elektronen auf gesetzmafig bestimmten Bahnen umkreist, eine Vor- 
stellung, die durch das einfache Bonrsche Atommodell veranschaulicht wird. Die 
Stabilitat dieses Systems ist durch die Wechselwirkung der Zentrifugalkraft det 
kreisenden Elektronen einerseits und der Anziehungskraft der elektrischen La- 
dungen andererseits gewahrleistet. Tritt durch Energiezufuhr von auBen eine 
Stérung des Atoms ein, so kénnen Atomelektronen auf eine kernfernere, durch 
die GréBe der iibertragenen Energie definierte, Bahn gehoben werden, eine Situa- 
tion, die man als_ ,,Anregungszustand*‘ des Atoms bezeichnet. Die Aufenthalts- 
dauer des Elektrons auf dieser neuen Bahn ist nur sehr gering. Es kehrt im all- 
gemeinen nach 1 x 10-8 sec. unter Freigabe der zugefiihrten Energie in seinen 


[1] Auf die theoretischen und praktischen Grundlagen der Emmissionsspektral 
analyse kann in diesem Zusammenhang nur kurz eingegangen werden (s. Teil I 
Hinsichtlich aller Einzelheiten wird auf folgende Standardwerke hingewiesen 
GERLACH-GERLACH, GERLACH-RIEDEL, GERLACH-SCHWEITZER, HENRICI-SCHEIBE, 
Moritz, SEITH-RUTHARDT. 
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Ausgangszustand zuriick. Dieser Vorgang ist durch die Emission von Licht einer 
diskreten (bestimmten) Farbe gekennzeichnet, deren Frequenz und Wellenlange 
von der GréBe der im Atom ausgeglichenen Energiedifferenzen abhangig ist. 
Wird das emittierte Licht durch das Prisma oder Beugungsgitter eines Spektral- 
apparates zerlegt, so betrachtet man die diskreten Farben als Spektrallinien.. Je 
nach der Frequenz des Lichtes liegen diese Linien im ultraroten, sichtbaren oder 
ultravioletten Teil des Spektrums. Da jedes Element charakteristische Méglich- 
keiten des Elektronenaustausches besitzt, kénnen aus Anzahl und Lage der im 
Spektrum beobachteten Linien Riickschliisse auf die Natur des angeregten Ele- 
mentes gezogen werden. Hierauf ist das Wesen der gua/itativen Spektralanalyse 
gegriindet. Uber diese hinaus ist aber auch eine guantitative Bestimmung der 
emittierenden Substanzen méglich, da die Intensitat einer Linie ein Maf fiir die 
Menge des angeregten Elementes darstellt. 


Wird die Anregungsenergie so groB, daB das angestoBene Elektron den Atom- 
verband verlaBt, so spricht man von der Ionisierung des Atoms. Ist das Ion in 
dieser Lage weiterer Energiezufuhr ausgesetzt, so tritt ein Bahnwechsel der ver- 
bliebenen Elektronen ein, der durch die Emission veranderten Lichtes charakte- 
risiert ist. Lage und Anordnung von ,,Atom‘‘- und ,,lonen‘‘-Linien des gleichen 
Elementes im Spektrum sind daher verschieden. Beide kénnen jedoch fiir ana- 
lytische Aufgaben beniitzt werden. 


2. Anregung von Spektren. 


Die alteste Energiequelle fiir die spektrale Anregung stellt die //amme (Bun- 
senbrenner, Geblasebrenner usw.) dar, in welcher das Analysengut gelést zer- 
staubt oder in fester Form eingebracht wird. Die auf die Atome iibertragene 
Energie ist in ihr verhaltnismaBig gering, sie vermag daher nur Elemente mit 
niedriger Anregungsenergie zum Leuchten zu bringen. Ihre praktische Anwendung 
ist aus diesem Grund auf die Analyse von Erdalkalien und Alkalimetallen be- 
schrankt. Fiir den Nachweis der Schwermetalle sind gréBere Anregungsenergien 
erforderlich. Diese liefert in erster Linie die elektrische Entladung zwischen zwei 
Elektroden, die das Untersuchungsmaterial enthalten. Die gebrauchlichste Form 
stellt der Lichtbogen (Gleichstrombogen, AbreiBbogen, Hochspannungswechsel- 
strombogen) und der Funken-Ubergang (kondensierter Funken [1], Hochfre- 
quenzfunken, Niederspannungsfunken) dar. 


In der Bogenentladung werden in erster Linie Atomlinien erzeugt, die daher 
auch die Bezeichnung ,,Bogenlinien‘‘ (1) fiihren; dagegen entstehen im Funken 
hauptsachlich Ionenlinien, diese werden daher auch ,,Funkenlinien“‘ (II) genannt. 
Beide Anregungsprinzipien sind fiir analytische Aufgaben geeignet, welchem im 
Einzelfalle der Vorzug zu geben ist, hangt von den Voraussetzungen der jeweili- 
gen Fragestellung ab (s. Teil II, 1, 2). 


3. Aufnahme von Spektren. 


Ein mit der Stromquelle verbundenes Stativ tragt das Elektrodenpaar, dessen 
Entladungszone in die optische Achse eines Spektrographen einjustiert ist. Durch 
das Prisma oder Beugungsgitter der Apparatur wird das emittierte Licht spek- 
tral zerlegt und die Linien auf einer Platte mit entsprechender Farbempfindlich- 
keit aufgenommen. 


[1] z. B. Feussner-Funken, Scuerpe-Spektralfunker. 
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4. Auswertung von Spektren. 


Das Prinzip der Spektralanalyse wurde bereits eingangs erwahnt. Bei gua/ita 
diven Fragestellungen 14Bt sich die Natur der leuchtenden Substanz aus der An 
ordnung ihrer Linien im Spektrogramm bestimmen. Bei der guantitativen Ana 
lyse stellt die Linienintensitat des Untersuchungselementes ein Ma fiir desse1 
Konzentration in der Entladung dar. Da die Linienintensitat aber der Einwi: 
kung zahlreicher Schwankungen bei Anregung und Aufnahme ausgesetzt ist, 
wird sie nicht absolut gemessen, sondern relativ, d. h. bezogen auf eine unter den 
gleichen Bedingungen gewonnene Konstante. Der quantitative Nachweis be 
ruht daher auf dem Vergleich der Linienintensitat des Untersuchungselementes 
mit der Linienintensitét eines Vergleichselementes bekannter Konzentration 
Hierfiir wird eingangs von jedem der beiden Elemente eine geeignete Analysen 
linie (s. auch Teil IV, 4) bestimmt und das Intensitatsverhaltnis AV [1] beide: 
Linien bei gleichbleibender Konzentration des Vergleichselementes (A),) und ge- 
staffelten Konzentrationen des Untersuchungselementes (A,,) ermittelt. In einer 
Eichkurve wird AY als Funktion von log X,, dargestellt. 

Bei der Analyse wird die zu dem gefundenen Intensitatsverhaltnis gehorende 
Konzentration des Untersuchungselementes aus der Eichkurve direkt abgelesen 


[2]. 


[1] Zur Feststellung der Intensitat 7 einer Spektrallinie dient die Messung de1 
durch sie verursachten Plattenschwarzung 5S. 


S = log “* . 


/, = aufgestrahlte, 7 = durchgelassene Lichtintensitat.) 

Die Schwarzung ist jedoch noch kein Maf fiir die tatsachliche Emissionsinten- 
sitat, da sie ebenso von den Eigenschaften der Platte und deren Behandlung ab- 
hangig ist. Den fiir die Platte charakteristischen Zusammenhang zwischen ein 
gestrahlter Lichtintensitat und hervorgerufener Schwarzung liefert die Platten- 
schwarzungskurve. In ihr wird S als Funktion von Y = log J dargestellt. (Uber 
ihre Ermittlung s. Kaiser.) Bei hartarbeitenden Platten besitzt sie die Form eines 
gestreckten S, dessen mittlerer Teil geradlinig verlauft. Die zur photometrischen 
Messung kommenden Schwirzungen sollen méglichst diesem geradlinigen Be 
reich angehéren, da hier die exakte Feststellung der zugehdrigen Intensitaten am 
besten méglich ist. Fiir die Bestimmung geringerer Intensitaten, deren Schwir 
zungen im gekriimmten Abschnitt der Kurve liegen, lassen sich die Vorteile des 
linearen Bereiches durch eine einfache mathematische Transformation auch 
auch auf den gekriimmten Abschnitt ausdehnen; z. B. als transformierte Schwir 
zung 7 nach SEIDEL (s. KAISER). 


T log (7? i) 


Die Berechnung des Intensitatsverhaltnisses AY geschieht nach der Forme 
AY 


(log 7 ergibt sich durch S aus der Plattenschwarzungskurve.) 
[2] Uber Auswertung von Spektrogrammen s. KAIsER. 
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Teil II. Die Eignung der spektralen Anregungsverfahren 
fiir die biologische Spurenelementanalyse. 







1. Funken- oder Bogenanregung. 







Als Erzeuger grundsatzlich verschiedener Spektren stehen sich Bogen 
und Funken gegeniiber. Welches dieser beiden Verfahren bei der Spuren 





suche in biologischen Materialien angewendet werden soll, richtet sich 
nach der vorwiegenden Bogen- oder Funkenempfindlichkeit der jeweiligen 
Analysenelemente. Diese Eigenschaften sind fiir eine Reihe von Elementen 






erfahrungsmaBig bekannt, wo nicht, empfiehlt sich der praktische Ver- 





gleich. Sind die apparativen Voraussetzungen hierfiir nicht gegeben, so 





geniigt im Falle der Spurenelementanalyse im allgemeinen die Erfahrung, 





daB die Bogenanregung der Funkenanregung an Empfindlichkeit des 
Nachweises iiberlegen ist. 





Neben einer Reihe anderer Faktoren sind hierfiir in erster Linie folgende 





Ursachen verantwortlich: 






1. Im Funken ist der Anteil des Untersuchungsmaterials am Entladungsvor- 

gang geringer als im Bogen. 
2. In der Funkenentladung kommt es zur starken Anregung von Luftlinien 

und -banden. Diese fiihren durch Schwarzung des Plattenuntergrundes zu Sté- 

rungen bei der photometrischen Auswertung der Analysenlinien. - 
3. Infolge der starken Durchschlagskraft des Funkens wird bei der Anregung 

fester Untersuchungsmaterialien haufig ein Teil derselben von den Elektroden 

geschleudert und geht somit dem Nachweis verloren. 










Auf Grund dieser Tatsachen — die praktisch durch die Untersuchungen 
in Teil II, Abschn. 2, veranschaulicht werden — wird man sich daher bei 





der Spurenelementanalyse in biologischen Materialien auf die Bogen 





anregung beschrinken kénnen. 






2. Die Verfahren der Bogenanregung und thre Eigenschaften. 


Bei Beschrankung auf die gebrauchlichsten Anordnungen stehen zur 





Auswahl: 





Der Gleichstrombogen (Lichtbogen): Die kontinuierliche Entladung eines 
Gleichstroms von 5-10 Amp. und einer Mindestspannung von 110 V. 

Der Abreifbogen: Die durch automatische Steuerung 2-10mal/sec unterbro- 
chene Entladung eines Gleich- oder Wechselstrombogens von 3-10 Amp. und 
110-230 V. 






Der Hochspannungswechselstrombogen: Die schnelle, der Frequenz des Strom- 
wechsels entsprechende Folge von Entladungen (50 Perioden 100 Ubergange 
sec) eines hochgespannten Wechselstroms von 3—-5 Amp. und 2,0-3,5 KV. 






In einer Reihe einleitender Untersuchungen wurde unternommen, das 
fiir die Zwecke der Spurenelementanalyse geeignetste dieser Verfahren zu 
ermitteln. Gegenstand dieser Untersuchungen waren die .Vachweisempfind 
lichkeit, der Spektrencharakter, die Anregung von Storlicht und die Ver 
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brennungsweise des Untersuchungsmaterials bei vergleichsweiser Anwen 
dung dieser Methoden. Benutzt wurde hierfiir ein Gleichstrombogen von 
8 Amp./110 V., ein WechselstromabreiBbogen (PFEILSTICKER-Gerat) von 
5 Amp./230 V. und ein Hochspannungswechselstrombogen von 3,5 Amp. 
2,1 KV. Als Elektrodenmaterial diente Spektralkohle, der Elektroden 
abstand betrug 2 mm. Diese Anregungsbedingungen kénnen fiir die ein 
zelnen Verfahren als durchschnittlich iiblich bezeichnet werden. 


a) Nachweisintensitat. 


Zu ihrer vergleichsweisen Feststellung wurde mit Ag, Al, Cu und Mn eine ab- 
steigende Konzentrationsreihe hergestellt, die in 10 Abstufungen 1-0,00005 y eines 
jeden Elementes auf 0,1 ccm Lésung enthielt. Als Verdiinnungsmittel wurde 
Ringerlésung beniitzt, um den Verhiltnissen bei der biologischen Analyse zu 
entsprechen. Von jedem Glied der Reihe wurden 0,1 ccm Lésung mit den einzel- 
nen Verfahren angeregt und spektrographisch aufgenommen. Die Belichtungs- 
zeiten wurden so gewahlt, daB die Untersuchungssubstanzen vollstandig verdampt- 
ten. Die Darstellung der Ergebnisse in einem Diagramm (Abb. 1) zeigt, daB die 

schwachsten Konzentrationen — hier Al 
und Cu — bis zu 5 x 10718 g — mit dem 
90001 Gleichstrombogen nachgewiesen wer- 
sand den konnten. Seiner Nachweisempfind- 
40005 lichkeit am nachsten steht der Hoch- 
0,007 | EX spannungswechselstrombogen, dem der 
nena AbreiBbogen und der zu Vergleichs- 
4.008 zwecken ebenfalls aufgenommene Fun- 
Pa ken (FEussNER-Gerat, 1 Amp/io KV, 
{ 1/,9 Induktion) folgen. Diese Resultate 
0,05 vermégen den tatsadchlichen Verhialt- 
a nissen allerdings nur angendhert ge- 
: recht zu werden, da die Nachweis- 
“ % = Ba : intensitat einer Linie nicht allein von 
Cu Al Ag Mn der Art der Anregung abhangt, sondern 
Abb. 1. Nachweisempfindlichkeit verschiedener dardber: hinaus auch eons Fein der 
Anregungsverfahren. Stromstarke, des Elektrodenabstandes, 
GRR = Gleichstrombogen, des Elektrodenmaterials und einer Reihe 
@ZZ\ - Hochsp hselstrombogen, weiterer Faktoren darstellt. Sie ver- 
= Abreifibogen, mégen aber die Leistungsfahigkeit der 
Sass] - FEUSSNER-Funken. Verfahren bei Anwendung durchschnitt- 
licher Anregungsbedingungen __hinrei- 
chend zu kennzeichnen und decken sich mit dem gleichbleibend abgestuften Ver- 
halten der Nachweisempfindlichkeit, das beim praktischen Arbeiten mit den 
einzelnen Methoden zu beobachten war. 








dd dddddddddgididcia 
Lid ddd ddddddegica 





b) Spektrencharakter. 


Um den Spektrencharakter der verschiedenen Anregungsverfahren gegeniiber- 
zustellen, wurde je 1 y Mn —- entsprechend 0,1 ccm Ringerlésung enthaltend 
4,0606 mg% MnSO,- 4 H,O - unter den oben beschriebenen Anregungsbedin- 
gungen zum Leuchten gebracht und spektrographisch aufgenommen. Der Ver- 
gleich (Abb. 2) zeigt, daB der Idealfall eines eindeutigen Spektrums, bei dem die 





)~ 
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gesamte Anregungsenergie zur ausschlieBlichen Erzeugung eines Atom- oder 
lonenspektrums beniitzt wird, am ehesten vom Gleichstrombogen und vom 
Funken erreicht wird. Bei dem ersteren finden sich fast ausschlieBlich Atom- 
linien, bei letzterem fast nur Ionenlinien. Beim Hochspannungswechselstromboget 
treten neben den Bogenlinien auch eine ganze Reihe mehr oder weniger kraftiger 
Funkenlinien auf, deren Anregung naturgemif} einen Intensitatsverlust fiir das 


2801,1 Mn II 260s,7 
2798,3 Mn II 2593,7 
2794,8 Mn II 2576,1 
Abb. 2. Spektrencharakter der verschiedenen Anregungsverfahren. 

Mn I Bogenlinien, 

Mn II Funkenlinien, 

I Gleichstrombogen, 

II Hochspannungswechselstrombogen, 

III AbreiSbogen, 

IV FEUSSNER-Funken. 


Bogenspektrum bedeutet. Diese Erscheinung ist beim Abreibogen in noch 
starkerem Mae zu beobachten. Wahrend der AbreiBbogen jedoch an Nach- 
weisempfindlichkeit eindeutig hinter dem Gleichstrombogen zuriickbleibt, ist 
der Hochspannungswechselstrombogen ihm annihernd gleichwertig. Man wird 
daher bei diesem das gleichzeitige Auftreten von Funkenlinien in Kauf nehmen 
kénnen. 


\nregung von Storlicht. 


In der Entladungsstrecke werden neben den Linien des Elektrodenmaterials 
regelmabig Banden zum Leuchten gebracht, die von den Molekiilen der Atmo- 
sphare oder ihren Reaktionsprodukten mit dem Elektrodenmaterial herriihren 
CN-, CO-, Og-, NsH,O-Banden). Sie erzeugen im Bereich ihres Auftretens iiber 
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den normalen Plattenschleier hinaus eine kontinuierliche Schwarzung des Platte: 
untergrundes, die betrachtliche Intensitat und Ausdehnung erreichen kann. D 
photometrisch gemessene Schwarzung S der Platte im Bereich einer Spektra 
linie stellt daher stets die Summe von Linien- und Untergrundschwarzung da 
Wachst die letztere an, so wird die exakte Bestimmbarkeit der Linienschwarzur 
wesentlich kompliziert. 

Um dasVerhalten der Untergrundschwarzung bei Anwendung der verschiedene1 
Anregungsverfahren zu studieren, wurden 10y Fe entsprechend 1,0 cct 
Ringerlésung enthaltend 4,844 mg% FeCl, -6H,O —- auf Kohleelektroden zu 
Leuchten gebracht und spektrographiert, wobei die Anregungsbedingungen ein- 
ander entsprachen, d. h. so gewahlt wurden, da die Schwarzung im stérungs 
freien Bereich des Spektrums gelegenen Eisenlinie Fe I 2483,3 auf den einzelne: 
Aufnahmen praktisch gleiche Werte ergab. Hierbei zeigten die mit einer 
Gleichstrombogen belichteten Platten durchwegs eine erhebliche Untergrund 
schwarzung, deren Maximum im Sichtbaren lag und die sich gleichmabi, 
abnehmend bis in das’ kurzwellige Ultraviolett erstreckte, so dafs} zwische: 
ca. 4500 und 2500 A eine photometrische Auswertung von Analysenlinien 
unmoglich gemacht wurde. Eine Beseitigung der Stérungen lie} sich durch 
Austausch der Kohle gegen ein anderes Elektrodenmaterial erreichen, die hohe 
Nachweisempfindlichkeit des Bogens wurde hierdurch jedoch wesentlich herab- 
gesetzt. Bei Belichtung mit dem kihler brennenden Hochspannungswechsel- 
strombogen und dem AbreifSbogen traten die Untergrundsschwarzungen in 
weitaus geringerem Mae auf. Hier war eine exakte Auswertung der im 
Kohlebogen erzeugten Linien von etwa 3500 A ab im gesamten Ultraviolett 


durchfiihrbar. 
d) Verdampfung des Anregungsmaterials. 


Es wurde versucht, AufschluB iiber die Weise zu gewinnen, in welcher sich bei 
den einzelnen Verfahren die Verdampfung des Untersuchungsmaterials von den 
erhitzten Elektroden in die Entladungszone des Bogens vollzieht. Die Gleich- 
mabigkeit dieses Vorgangs ist fiir die quantitative Genauigkeit des Spurennach- 
weises von hoher Bedeutung. Aus technischen Griinden fiihrten die Versuche 
nicht zu brauchbaren Ergebnissen. Es mu daher auf die Angaben verschiedener 
Untersucher (ROLLWAGEN, SCHEIBE) hingewiesen werden. Im Gleichstrombogen 
kommt es infolge der auftretenden hohen Temperaturen zu einem ungleichmabii- 
geren Abbau der Elektrodenoberflache als bei den anderen Anregungsverfahren. 
In diesem Zusammenhang machen sich haufiger die Erscheinungen einer ,,frak- 
tionierten Destillation‘‘ der Elemente in die Entladungszone bemerkbar, die zu 
einer ungleichmaBigen Anregung der Untersuchungssubstanzen wahrend de 
normalerweise tiblichen Belichtungszeiten fiihren. Wahrend diese Fehlerquelle 
im Hochspannungswechselstrombogen und AbreiSbogen durch die in den Ent- 
ladungspausen einsetzende Abkiihlung der Elektroden vermieden wird, ist durcl 
sie die Brauchbarkeit des Gleichstrombogens fiir quantitative Analysen ernsthatt 
in Frage gestellt. Seine Anwendung ist nur unter Beobachtung bestimmter. Vor- 
sichtsmafinahmen moéglich. Hierher gehért die quantitative Verdampfung klein- 
ster Materialmengen nach FESEFELDT. 


Auf Grund dieser Erfahrungen schien der Hochspannungswechsel 


strombogen fiir die Zwecke der Spurenelementanalyse die gréBte Eignung 
zu besitzen. Bei ihrer praktischen Durchfiihrung wurde daher ein Hoch 


spannungswechselstrombogen von 7,35 kW verwendet. 
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Teil lll: Der Hochspannungswechselstrombogen. 


I. Erzeugung des Hochspannungswechselstrombogens. 


Hierzu diente ein Regeltransformator vom Ubersetzungsverhiltnis 1:18 (220 
4000 V). Im Sekundirkreis war vor die Entladungsstrecke eine Serie von Regel- 
widerstanden mit der Gesamtstirke von 4530 Ohm geschaltet. Die Anordnung 
veht aus Abb. 3 hervor. Eine 
Regulierung der Bogenstrom- 
starke erfolgte kombiniert TR RR ES ae 
durch die Induktion des lbh lal 
Stufenreglers und den Ohm- 
schen Widerstand des Sekun- 
darkretses. Die maximale  gggy2 


4 
v 


Bogenstromstiarke betrug 3,5 | 


Amp. bei 2,1 kV. Zur Auf- | 


SP) 5) 


AGOVPORDONNN00D 


rechterhaltung des Bogens 


f 





war bei einem Elektroden- 


abstand von 1.5 mm eine Abb. 3. Schaltung des Hochspannungswechselstrombogens 


r bs : Primarkreis, 
Zindspannung von minde- Sekundarkreis, 
stens 1,2 kV. erforderlich ‘ Stufenregler, 
An- ; Transformator, 
Regelwiderstand, 
einanderreihung der in den 3 Entladungsstrecke. 


Infolze der schnellen 


einzelnen Stromphasen statt- 
findenden Entladungsiibergange bietet er das Bild eines kontinuierlich brennen- 
dem Bogens. Die Anordnung entspricht dem DurreNpackschen Prinzip 


Anordnung der Entladunesstrecke. 


Als rrager der Entladungsstre¢ ke bewahrte sich ein neuartiges Elektroden- 

stativ (Optische Werke C. A. Steinheil Séhne, Miinchen), das ein schnelles Aus- 

wechseln und eine starke allseitige 

Beweglichkeit der Elektroden er- 

moglicht (s. Abb. 4). Zwischen dem 

Bogen und dem Spektrographen- 

spalt wurde eine um die horizontale 

\chse thres Halters schwenkbare 

Lampe(L) befestigt, die beim Ein- 

tritt in die optische Achse des 

Systems Kontakt erhielt und beim 

Verlassen derselben wieder er- 

losch. Sie projizierte das Bild der 

Elektroden (E) durch eine Linse 

im Stativschaft auf einen weiben 

Abb. 4 Anordnung der Entladungsstrecke. Schirm (S), an welchem Lage und 

4 seme cael \bstand der Elektroden bei opti- 

3 -= Projektionsschirm. maler Justierung markiert waren. 

Diese Vorrichtung gestattete eine 

rasche Einstellung des Bogens vor der Aufnahme und eine miihelose Kontrolle 
wahrend derselben. 

Um den Entladungsiibergang zu stabilisieren und eine Wanderung des bren- 

nenden Bogens iiber die Elektrodenoberflache zu verhindern, wurde anfanglich 


eine wassergekihlte, stromdurchflossene Spule an den Elektrodenhaltern be- 
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festigt, so da} sich die Entladung in einem starken elektromagnetischen Fel 
vollzog. Die MaBnahme hatte ein ruhigeres Brennen des Bogens zur Folge, ei 
vollige Stabilisierung lieB sich jedoch hierdurch nicht erreichen. Es wurde spite 
auf sie verzichtet, da sich die Bogenwanderung wahrend der Aufnahme dur 


gegensinnige Bewegungen der Elektrodenhalter vollstandig ausgleichen lie(. 


3. Bovgenstromstdrke und Nachweisintensitat. 


Je 1 y Al - entsprechend 0,1 ccm Ringerlésung enthaltend 17,589 mg% AIK 
SO,),* 12 HzO - wurden bei wachsender Stromstirke angeregt und die Schwar 
zung der Linien Al I 2575,1, Al I 2567,9 und Al I 2660,4 photometrisch gemessen. 
Die Darstellung der Photometerausschlage als Funktion der Stromstiarke 
Abb. 5) zeigt die héchsten Werte, d. i. die geringste Schwarzung, bei 0,5 Amp., 
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Abb. 5. Bogenstromstarke und Nachweisintensitat. 
PA = Photometerausschlag, 
Amp Amperezahl. 


der unteren Brennschwelle des Bogens; die niedrigsten Photometerwerte heg¢ 
bei 3,5 Amp., dem mit der beniitzten Anordnung erreichbaren Maximum. [1 
dem gemessenen Bereich ergibt sich also fiir Al bei Verstarkung des Bogenstroms 
ein Intensitatsgewinn, der anfanglich mit der zunehmenden Amperezahl wiachst 
und ab ca. 3 Amp. assymptotisch abzunehmen scheint. 
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Diese Erscheinung ist folgendermaBen zu erklaren: Uberschreitet die An- 
regungsenergie einen Grad, der der Dissoziationsarbeit Ion-Elektron entspricht, 
so wachst die Anzahl der ionisierten Atome im Bogen, d. h. die Intensitat des 
Bogenspektrums wird durch die verstarkte Erzeugung von Funkenlinien geringer. 
Nach den Erfahrungen mit Al bedeutet dies fiir die praktische Spurenelement- 
analyse mit dem Hochspannungswechselstrombogen folgendes. 

Bei, Untersuchungselementen mit niedriger Ionisierungsspannung und -tempe- 
ratur (z. B. Rb, Li, Sr, Al) diirfte ein Nachweisoptimum bei 3,5-4,5 Amp. Bogen- 
stromstarke zu erwarten sein, bei solchen mit hoher lonisierungsspannung 
Schwermetalle) bei Ampere > 4. 


Tabelle 1 (nach D‘Ans-Lax). 















Element Tonisierungs- Blenient Ionisierungs- 

spannung (eV) spannung (eV) 
Rb 4,19 Cu 7,67 
Li | S37. Co 7,80 
Sr 5,68 Fe 7,83 
Al | 5,04 B 8,28 
at | 6,81 Pt 8,80 
Pb 7,37 Cd 8,94 
Mn 7,41 Be 9,30 
Sn | 7,54 Zn 9,37 
Ag 7,58 As 10,05 
Ni 7,60 ee 11,24 

















Tabelle 2. (z. T. nach Angaben von UNSOLD). 





Ionisierungs- 


Element 2 
temperatur (0°) 





Rae a ee ee 8g ORE Ee ca. 3300-3700 
WE reg eee es Rtg tee ating op gee eat 3400-3700 
Pr rer gre, a ak yeas eens ee, 3600-4000 
ee oi a laren cus trary Baran cee gS gg alg 4600-5 100 
PRN eg ee ee eek hain 4800-5300 
ME A eee Sere en en Soe oe hy ee ea et 5700-6200 


4. Bogenlinge und Nachweisintensitat. 


Je 1 y Al — entsprechend 0,1 ccm Ringerlésung enthaltend 17,589 mg% 
AIK(SO,),* 12 H,O -— wurde bei wechselndem Elektrodenabstand (EA) auf 
Spektralkohlen zum Leuchten gebracht und spektrographisch aufgenommen. 
Die Linien Al I 2660,4, Al I 2652,5, Al I 2575,1 und Al I 2567,9 wurden photo- 
metriert und die Photometerausschlage als Funktion von EA dargestellt (s. 
Abb. 6). Das Schwarzungsmaximum lag eindeutig bei EA = 1,5 mm, von wel- 
chem Wert ab die Nachweisintensitat bei zunehmendem Abstand langsam und 
bei abnehmendem Abstand schneller sank. Diese Ergebnisse entsprechen nicht 
den Erfahrungen DurrenpaAcks, der die gréBten Intensitaten bei einer Bogen- 
lange von 0,5 mm maf. Da eine mehrfache Wiederholung der Beobachtungen 
unveranderte Werte ergab und sich mit den Erfahrungen ScuerBes und anderer 
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Autoren, daB bei Elektrodenabstanden unter 1,0 mm eine vollstandige Ausbi 
dung des Bogens nicht méglich ist, deckt, wurde EA 1,5 mm als Standard ar 
genommen. 
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Abb. 6. Bogenlange und Nachweisintensitat. 
PA = Photometerausschlag, 
EA = Elektrodenabstand. 


). Elektrodenmaterial. 


Infolge ihrer Fahigkeit, einen Bogen von hoher Nachweisempfindlichkeit zu 
erzeugen und der Méglichkeit einer leichten Bearbeitung stellt die Kohle das g« 
eignetste Elektrodenmaterial dar (Spektralkohle der Firma Gebr. Ruhstrat 
Gottingen, praktisch spurenfrei). Die geringen unvermeidlichen Verunreinigun- 
gen durch B, Mg und Si wurden durch zweimaliges Ausgliihen der Stifte i 
einem Gleichstrombogen von 15 Amp. beseitigt. Da die Anode sich hierbei starke: 
erhitzt als die Kathode, ist im Interesse einer gleichmaBigen Reinigung in jede: 
der beiden Stromrichtungen eine Gliihdauer von 20-25 sec erforderlich. 

Die bereits beschriebenen (s. Teil II, 2, c) Stérungen des Spektralbereichs zwi 
schen 4500 und 3500 AE lieBen sich vermeiden, wenn statt des Kohlenstoffs ei! 
anderes, kiihler brennendes Element zum Trager der Entladung gemacht wurde 
Zu diesem Zweck wurden die Kohlenelektroden in einer iibersattigten NaC] 
Lésung mindestens 24 Stunden aufbewahrt und vor dem Gebrauch auf Filter 
papier getrocknet. Nach RoLLWAGEN stellt sich im Bogen bei Hauptentladungs 
tragern mit niedriger Ionisierungsspannung’ eine niedrige Brenntemperatur ein 
bei solchen mit hoher Spannung eine entsprechend hohe Temperatur. Da letzter« 
fiir Na etwa 3500° betrigt, lieferten die mit NaCl praparierten Kohlen eine: 
Bogen, in welchem die Zyanbanden mit ihrer Anregungstemperatur von etw« 
5000° nur in sehr geringem Ausmaf zum Leuchten gebracht wurden. 
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Bei den Spurenelementbestimmungen in biologischen Materialien wurden der- 
artige Mafnahmen iiberfliissig, wenn kristalline Veraschungsriickstande zur 
Anregung kamen, deren hoher Na-Gehalt die gleiche Wirkung hervorrief. 
Lagen die Analysenlinien in dem schmalen Spektralbereich, der sich trotz des 
Na-Effektes nicht véllig entstéren lieB, so muBte ein anderes, linienarmes Element 
als Elektrodenmaterial verwendet werden. Hierbei bewahrte sich besonders 
Elektrolytkupfer und eloxiertes Aluminium (MANN). Letzteres besitzt den Vor- 
zug einer porésen Oberflache, die das Haften von Untersuchungssubstanzen, 
besonders Fliissigkeiten, erleichtert. Die Nachweisempfindlichkeit des Bogens 
war bei der Anwendung derartiger Metallelektrode *n jedoch stets um eine gute 
Zehnerpotenz geringer als bei der Verwendung von Spektralkohlen. Es ist daher 
in manchen Fallen eine Beniitzung des Kohlebogens unter Durchfiihrung der 
Analyse an weniger intensiven, im stérungsfreien Bereich gelegenen Linien mehr 
zu empfehlen, als die Verwendung eines Metallbogens, der infolge seiner geringeren 
Leuchtkraft die hohe Empfindlichkeit ,,Letzter Linien“ nicht véllig auszuniitzen 
vermag. 


6. Elektrodenform. 


Die Grundform entsprach mit 20-30 mm Lange und ca. 5 mm Durchmesser den 

allgemein iiblichen Abmessungen. Die Herstellung erfolgte an der Drehbank. 
Je nach dem festen oder fliissigen Charakter der Untersuchungssubstanzen 
wurden die bogentragenden Enden so geformt, daB eine einwandfreie Aufnahme 
und gleichmaBige Verdampfung des Anregungsmaterials gewahrleistet war. Zur 
Fixierung kleinster Organstiickchen oder mineralischer Veraschungsriickstande 
wurde die untere Elektrode mit einer Bohrung von 2-3 mm Tiefe und 3,5 mm 
Durchmesser versehen, in welche die Substanzen eingedriickt wurden. Als Gegen- 
elektrode diente ein kegelférmig abgedrehter 
Kohlestift, der durch seine Spitze den Entladungs- = 
iibergang in Richtung des gegeniiberliegenden * 
Salzkernes lenkte (s. Abb. 7a). Das Kegelende 
muBte hierbei kalottenférmig abgestumpft sein, J iN 
da sonst der Bogen Tendenz zeigte, an der zu mph 
schlank ausgezogenen Spitze emporzuklettern und ( 
die optische Achse des Systems zu_verlassen. 
Machten geringe Konzentrationen des Unter- * 
suchungselementes die Anregung gréBerer Riick- wet a 
standsmengen erforderlich, so wurde an Stelle . 
der Kegelelektrode eine zweite Hohlelektrode 
beniitzt und ebenfalls mit Salzen aufgeladen 
(Abb. 7b). Kamen fliissige Veraschungsriick- 
stande zur Anregung, so wurde die Kaisersche 
, natiirliche‘‘ Elektrodenform beniitzt. Diese stellt 
sich nach langerem Ausgliihen der Kohlen durch 
den laufenden Abbau der Rander selbsttatig ein und zeichnet sich durch eine 
halbkugelférmig abgerundete Oberflache aus, deren Kriimmungsradius dem des 
Elektrodenquerschnittes entspricht (Abb. 7c). Die Untersuchungsfliissigkeiten 
wurden auf die dergestalt geformten Kohlen tropfenweise aufgetragen und ein- 
getrocknet. Metallelektroden erhielten zur Aufnahme fester Untersuchungs- 
materialien die gleiche zylindrische Hohlform, fiir die Aufnahme flissiger Stoffe 
wurden sie mit einer halbkreisférmigen Bohrung versehen (Abb. 7d). Die 
Lésungen wurden dann tropfenweise aufgebracht und eingetrocknet, bis die Héh- 
lung mit Salzen ausgefiillt war. 
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Abb. 7. Elektrodenformen. 

= Hohl- und Kegelelektrode, 
doppelseitige Hohlelektrode, 
KAISERsche Elektrodenform, 
Metallelektrode zur Aufnahme 
von Flissigkeiten. 
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Die Fixierung der eingetrockneten Salze auf der metallenen Elektrodenober- 
flache war im allgemeinen schlecht, ein Verspritzen kleinster Partikel lieB sich 
beim Einsetzen des Bogens kaum vermeiden. Lediglich die Eloxalelektroden 
zeigten infolge ihrer porésen Oberflache Lésungen gegeniiber bessere Hafteigen- 
schaften. Um diese zu erhalten, wurde zumeist auf eine Bohrung verzichtet. In 
jedem Falle wirkte jedoch die unvermeidliche Oxydation der metallischen Ober- 
flache hindernd auf den Entladungsiibergang und fiihrte haufig zu einem vorzeiti- 
gen AbriB des Bogens. F 


Teil IV. Die Analyse. 
1. Quantitative Fragestellungen und thre Bearbeitungen. 


Die Moglichkeit quantitativer Fragestellungen auf dem Gebiete der 
Spurenelementforschung sind natiirlich unbegrenzt. Ein Uberblick iiber 
die im Laufe der hier berichteten Untersuchungen auftretenden und ver- 
einzelt bearbeiteten Probleme erhebt daher keinerlei Anspruch auf Voll- 
standigkeit. 

a) Aufnahme, Ausscheidung und normale Verteilung von Spurenelementen 
im Organismus. 

b) Quantitatives Verhalten einzelner Spurenelemente in physiologischen und 
pathologischen Stoffwechselsituationen; Abhangigkeit verschiedener Lebensvor- 
gange von bestimmten Elementen und Elementkonzentrationen. 

c) Quantitatives Verhalten therapeutisch zugefiihrter Elemente — z. B. Au, Br, 
Cu, Fe, J, usw. - im Hinblick auf ihre Wirkungsweise. 

d) Erfassung latenter Vergiftungen durch Feststellung toxischer Element- 
konzentrationen in Blut und Speicherungsorganen ~ wie Blut, Nagel, Haare, 
Zahnfleischsaum usw. — vor Ausbildung klinischer Erscheinungen. (Friihdiagnose 
gewerblicher Vergiftungen mit Co, Mn, Ni, Pb, Zn usw.) 


Zur Bearbeitung derartiger quantitativer Probleme stehen zwei analyti- 
sche Prinzipien zur Verfiigung : 


a) Voliquantitative Analyse, 


Sie setzt fiir jedes Untersuchungselement die Auswahl eines geeigneten Ver- 
gleichselementes und die Eichung der Intensititsverhaltnisse ihrer Analysen- 
linien voraus (s. Teil I, 4). 


b) Halbquantitative Analyse. 


Die Analysenprobe wird mit Testproben bekannten, geeignet gestaffelten Ge- 
haltes des Untersuchungselementes unter gleichen Bedingungen auf der gleichen 
Platte untereinander aufgenommen. Die Konzentration des Untersuchungs- 
elementes ergibt sich dann aus dem photometrischen Vergleich von S auf Test- 
und: Analysenaufnahmen. 

Die vollquantitative Analyse erzielt die mit den angewendeten Mitteln 
gréBtmégliche Genauigkeit (s. Teil IV, 11). Da die halbquantitative Me- 
thode einen wesentlich gréBeren Gehalt an Fehlerquellen besitzt, kann sie 
nur dort Verwendung finden, wo eine rasche Orientierung nach GréBen- 
ordnungen (Ubersichtsanalyse) erwiinscht ist. 
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2. Untersuchungselemente. 









Auf Grund ihres spektralen Verhaltens zeigen sich folgende Spuren- 
elemente fiir den spektrochemischen Nachweis geeignet: 

Leichtmetalle: Al, Ba, Li, Rb, Sr. 

Schwermetalle: Ag, Au, Co, Cu, Fe, Ga, Mn, Ni, Ti, Tl, Sn, Zn. 
Unter bestimmten Voraussetzungen analysierbar sind: 






a) Br, J. Nur im Niederspannungsfunken (220 V. / 200-400 Amp.) mit Hoch- 
frequenzbestrahlung (GATTERER, HARRISON, PFEILSTICKER) anregbar. 

b) As, Hg. Wegen ihrer geringeren Empfindlichkeit sind fiir den Nachweis 
schwacherer Konzentrationen Bogenstromstarken von 10 Amp. erfoderlich. 

c) B. Da borfreie Spektralkohlen nicht erhaltlick sind, mu8 ein anderes Elek- 
trodenmaterial gewahlt werden. Auf Elektrolytkupfer sind Empfindlichkeiten 
von 1 X 1075-5 x 10-®g erreichbar. 

d) Li, Rb. Die Analysenlinien der Elemente liegen weit im roten Spektral- 
bereich und sind daher nur auf Spezialplatten darstellbar. 















3. Auswahl des Vergleichselementes. 


Die Auswahl der zur Analyse herangezogenen Vergleichselemente soll 
unter Beriicksichtigung folgender Gesichtspunkte stehen: 





a) Untersuchungs- und Vergleichselement sollen ,,spektrale Verwandtschaft‘‘ 
besitzen, d. h. ihre Anregungseigenschaften - die vorwiegende Bogen- oder ° 
Funkenempfindlichkeit, Ionisierungsspannung und -temperatur, Anregungs- ‘ 
empfindlichkeit — sollen einander weitgehend entsprechen. Aus den bisherigen 
Erfahrungen geht hervor, da sich derartige spektrale Verwandtschaften gewisser 
Elemente haufig mit ihren Beziehungen im periodischen System decken, diese 
Erscheinung jedoch nicht die Regel zu sein braucht. Eine gute Vergleichbarkeit 
ihrer Glieder zeigen die Gruppen: Ba, Li, Ru, Sr, - Al, Ga, Tl- Ag, Cu, Co, Mn, 
Ni und Fe oder Cd, Ag, Zn. 

b) Elemente, deren Auftreten im Untersuchungsmaterial unvermeidlich ist, 
sollen, wenn mdéglich, nicht zum Vergleich benutzt werden. Stehen keine anderen 
spektral verwandten Elemente zur Verfiigung, so ist ihre Eignung an die Voraus- 
setzung gekniipft, daB die zur Analyse vorgesehenen Linien keinerlei Stérung 
durch die im Untersuchungsmaterial ohnehin auftretenden Mengen des Elemen- 
tes ausgesetzt sind (s. Teil IV, 4). 























4. Auswahl der Analysenlinien. 


Hierbei gelten im Interesse einer hohen Nachweisempfindlichkeit und 
Stérungsfreiheit folgende Gesichtspunkte: 

a) In Anbetracht der minimalen Spurenelementkonzentrationen sollen, wenn 
moglich, ,,Letzte Linien‘‘ zur Analyse benutzt werden. 







b) Von Vergleichselementen, die unvermeidlich im Untersuchungsmaterial 
vorkommen, sollen nur Linien mit hoher Anregungsschwelle zum Nachweis be- 
niitzt werden, d. h. Linien, die erst durch wesentlich hdhere Atomkonzentrationen 
zum Leuchten gebracht werden als durch die geringen, im Untersuchungsmate- 
rial von vorneherein vorhandenen. 
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c) Die Analysenlinien sollen koinzidenzfrei sein, Ein Auftreten naher Begleit 
linien ist infolge der zahlreichen, in biologischen Materialien enthaltenen Ele 
mente unvermeidlich. Ihre Nahe stért nicht, solange sie scharf getrennt werden 
kénnen. Bei Verwendung von Spektrographen mit hoher Dispersion und. hart 
arbeitendem Plattenmaterial sind Trennungen bis auf Angstrémbruchteile durch- 
fiihrbar. 

d) Untersuchungs- und Vergleichslinien sollen méglichst nahe benachbart 
liegen, um Fehlerquellen auszuschalten, die in unterschiedlicher Farbempfind- 
lichkeit und Untergrundsschwarzung einzelner Plattenabschnitte ihre Ursache 
haben. 

e) Zum Nachweis eignen sich am besten Linien, deren in Verlauf von Eichung 
und Analyse zur Messung kommenden Intensitaten dem geraden Bereich de1 
Plattenschwirzungskurve angehoren. 


5. Untersuchungsmaterial. 


Die Art des Analysenmaterials wird naturgema8 durch die jeweils be 
handelte Fragestellung bestimmt. Bei den hier berichteten Arbeiten kamen 
Organteile, Blut, Serum, Nagel, Haare, Haut, Harn und biochemische 
Modelle zur Untersuchung. Die erforderlichen Mengen des Untersuchungs- 
materials waren von der Konzentration der gesuchten Elemente und deren 
Nachweiseigenschaften abhangig. 

Lag en starkere Elementkonzentrationen vor — beispielsweise bei Vergiftungen 
in den Speicherungsorganen wie Haut, Haaren, Nageln, Zahnfleischsaum usw. ~ 
so konnte gelegentlich das mit dem Vergleichselement praparierte Material direkt 
auf die Elektroden aufgetragen werden. Allerdings war dann zur Erzielung eine: 
ausreichenden Nachweisintensitat eine mehrmalige Aufladung und Anregung 
pro Aufnahme erforderlich. Fiir den Nachweis schwacherer Elementkonzentra- 

tionen muBten die Untersuchungssubstanzen 

Tabelle 3. eingeengt und in Form ihrer Veraschungs- 

riickstande zum Leuchten gebracht werden. 

Die durchschnittlich benétigten Mindest- 

mengen gehen aus Tabelle 3 hervor. Sie 

gelten fiir die Bestimmung der gut nach- 

100 ; weisbaren Leicht- und Schwermetalle, die 

10 5-5 weniger empfindlichen unter ihnen und die 

1 5 30 Metalloide verlangen entsprechend mehr 

1 30 u. mehr Ausgangssubstanz. Die Zahlen zeigen, dai’ 

[1] fur die direkte Anregung, die hohe Empfindlichkeit des spektrochemi- 

[2] fiir die Veraschung. schen Nachweises sehr geringe Material 

mengen erforderlich macht. Hierdurch wer- 

den auch die feineren Anreicherungsstellen von Spurenelementen in Gestalt um- 

schriebener Schichten und funktioneller Abschnitte einzelner Organe der Analyse 

zuganglich. Bei Bestimmungen in Blut, Serum, Liquor und Harn kamen je 

nach der Konzentration der Untersuchungselemente in der Fliissigkeit 2-30 ccm 
zur Veraschung. 





Frischsubstanz 





6. Einengung des Untersuchungsmaterials. 


Ihr Ziel ist die Konzentrierung der anorganischen Bestandteile des 
Untersuchungsmaterials - wenn méglich in kristalliner Form — zur Er- 
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reichung geniigender Nachweismengen im Bogen. Die zahlreichen Ein- 
engungsverfahren der biochemischen Literatur bewerkstelligen die Zer- 
stérung der organischen Substanz teils auf trockenem Wege durch Hitze- 
einwirkung (offene Flamme, Verbrennungsrohr, Heizofen, Cariusbombe 
usw.), teils durch eine nasse Veraschung unter Anwendung von Sauren 
(z. B. H3SOy, HNO;, HCl, CH,Cl, CO,H, CCl, - CO,H, usw.) in verschie- 
denen Kombinationen und haufig im Zusammenwirken mit Oxydations- 
mitteln (KMnO,, H,O,, KCIO,, K,Cr,O, usw.). Die meisten dieser in der 
Biochemie gebrauchlichen Veraschungsverfahren besitzen jedoch Eigen- 
schaften, die den andersartigen Arbeitsbedingungen der Spektrochemie 
zuwiderlaufen, oder Fehlerquellen, die ihre Anwendung fiir mikro- 
analytische Zwecke unméglich macht. Es muBte daher versucht werden, 
durch Abanderung derartiger Methoden oder eine Kombination einzelner 
brauchbarer Arbeitsgange einen geeigneten Weg der Mineralisierung zu 
finden. 


Bei der Priifung trockener Veraschungsverfahren zeigten sich nur diejenigen 
brauchbar, die eine genaue Einregulierung der Gliihtemperatur gestatteten. Nur 
dann war die Gewalir gegeben, dai die Siedepunkte der Untersuchungs-und Ver- 
gleichselement enthaltenden Verbindungen nicht iiberschritten und unkontrollier- 
bare Substanzverluste durch Sublimation vermieden wurden. Versuche ergaben, 
daB bei Temperaturen bis 500° nur As und Hg im Destillat nachweisbar waren, 
wahrend Ag, Al, Co, Cu, Mo, Li, Pb, Rb, Sn, Sr, Tl und Zn nicht iibergingen. 
Entsprechend ihrem verhaltnismaBig hohen Dampfdruck und niedrigen Siede- 
punkt diirften Zn und Pb jedoch bei nicht wesentlich héheren Temperaturen zur 
Sublimation neigen. Bei den Versuchen war jedes Element in Form mehrerer 
Verbindungen im Veraschungsmaterial vertreten, die Kontrolle erfolgte spektral- 
analytisch, so daB auch eine spurenhafte Sublimation hatte bemerkt werden miis- 
sen. Immerhin lassen die Ergebnisse nur bedingte Riickschliisse auf die bei der 
Trockenveraschung organischer Materialien auftretenden Vorgange zu, da uns 
die Bindungsform der Spurenelemente in Blut und Gewebe kaum bekannt sind, 
wir mithin wenig Anhalt fiir die Héhe der hier zu erwartenden Siedepunkte be- 
sitzen. Lediglich bei Elementen, deren Verbindungen durchwegs eine hohe Tem- 
peraturresistenz besitzen, wie beispielsweise Ag, Co, Cu, Fe, Mn, Ni usw., konnen 
Veraschungstemperaturen von mehr als 500° angewendet werden. In anderen 
Fallen muB die Frage der Sublimationstendenz durch Vorversuche geklart werden. 
Eine befriedigende Verbrennung des Kohlenstoffs konnte bei Temperaturen 
unter 600° jedoch nicht erzielt werden. Hierfiir war ein Zusatz von Oxydations- 
mitteln erforderlich. Eine Verwendung von Salzen war nur in geléster Form 
méglich, da es sonst zu lokal verschiedenen Temperaturentwicklungen im Tiegel 
kam. Uberhaupt zeigten sich feste Sauerstofftrager wenig geeignet, da sie eine 
unnétige VergréBerung der Riickstandsmenge und damit eine Herabsetzung der 
Nachweiskonzentration verursachten. Brom schied als Oxydationsmittel infolge 
seiner Bildung leicht fliichtiger Metallbromide aus. Am besten bewahrte sich 
noch 30%iges Wasserstoffperoxyd (Perhydrol p. A.), das wegen seiner raschen 
Dissoziation allerdings laufend in kleinen Mengen zugesetzt werden muBte. 

Als Tiegelmaterial bewahrte sich bei trockenen Veraschungen nur Pilatin, 
obwohl es durch die standige Gegenwart der Platingifte C und P starken Schadi- 
gungen ausgesetzt war und die Tiegel nach ca. 30-50 Veraschungen umge- 
schmolzen werden muBten. Quarztiegel zeigten durchwegs nach kurzer Be- 
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niitzung mineralische Riickstande in den oberen Wandschichten, Da bei den an- 
gewendeten Temperaturen Okklusion ausgeschlossen erscheint, mu8 wohl an di: 
Bildung von Metallsilikaten gedacht werden. 

Die nasse Veraschung bewdhrte sich nur bei der Aufarbeitung geringer Sub 
stanzmengen (unter 2-5 g). Im anderen Falle erfordert sie Verwendung groBe 
Destillieranordnungen und Durchfiihrung standiger Temperaturkontrolle zu: 
Vermeidung von Verlusten und Stérungen durch Siedeverzug und Schaumbil 
dung, ferner jedesmalige Abkiihlung der Kolben vor Zugabe neuer Reagenzien 
und umstandliches Abdampfen der restlichen Saure, was einen unverhaltnismaBiy 
groBen Zeit- und Apparateaufwand bedeutete. Weiterhin zeigte sich im Verlaut 
der Untersuchungen, daB die Veraschungsriickstande nicht in Form von Sul 
faten vorliegen durften. Diese sattigten sich infolge ihres hygroskopischen Cha 
rakters trotz vorheriger eingehender Trocknung so weit mit Luftfeuchtigkeit 
daB es beim Einsetzen des Bogens zu einer schlagartigen Verdampfung des Was 
sergehaltes und damit zum Verspritzen von Anregungsmaterial von den Elek 
troden kam. 

Der Versuch, bei der Analyse von Seren die Beseitigung der organischen Sub 
stanz durch eine Fallung der EiweiBk6érper (FoLin-Wvu) zu beschleunigen, wurde 
wieder aufgegeben, da der spektralanalytisch gepriifte Filterriickstand stets 
Spuren von Metallen enthielt. 

Auf Grund dieser Erfahrungen bildeten sich zwei Standardmethoden 
aus, deren Anwendungsbereiche einander erginzten und die bei schneller 
und griindlicher Mineralisierung des Untersuchungsmaterials den Bedin 
gungen der spektrochemischen Analyse entsprachen, 

a) Trockene Veraschung. Sie wurde dann angewendet, wenn die gering: 
Konzentration des Untersuchungselementes die Einengung gréBerer Ma 
terialmengen erforderlich machte. Das Ziel war die Gewinnung kristallinen 
Anregungsmaterials. 

b) Nasse Veraschung. Sie wurde beniitzt, wenn starkere Element- 
konzentrationen die Durchfiihrung der Analyse in geringeren Materia! 
mengen (weniger als 2000-5000 mg Frischsubstanz oder 5 ccm Unter 
suchungsfliissigkeit) gestatteten, die bei emer Trockenveraschung nur noch 
minimale Salzriickstande ergeben hatten. Als Anregungsmaterial dient: 
hierbei die bis auf einen kleinen Rest eingedampfte saure Salzlésung. 

Bei der Veraschung wurde wie folgt vorgegangen: 

a) Der Boden eines kraftigen Platintiegels wurde mit dem getrockneten, pul- 
verisierten und mit dem Vergleichselement versehenen Untersuchungsmateria! 
bedeckt und hierauf der Tiegel in einen elektrisch beheizten Verbrennungsofen 
(Baumuster Simon Miiller, maximale Temperaturleistung 1000°) gebracht. 
Durch einen vorgeschalteten Regelwiderstand konnte nach entsprechende: 
Eichung mittels eines Thermoelementes die Innentemperatur auf + 10° einregu- 
liert werden. Sie wurde wahrend der Veraschung so eingestellt, daB sie zwischen 
der zur Verkohlung der organischen Substanz erforderlichen Mindesttemperatur 
von etwa 400° und den Siedepunkten der die Analysenelemente enthaltenden 
Salze lag. Im allgemeinen kamen Temperaturen von 500-650° zur Anwendung ; 
Verluste durch Sublimation waren hierbei nicht zu befiirchten. Fiir den Nachweis 
von As, Hg, Zn und den temperaturempfindlicheren Metalloiden muBten die 
Veraschungstemperaturen entsprechend niedriger gehalten werden. Die nach 
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2zominutigem Glihen bei ca. 600° noch regelmibig vorhandenen Kohlenstoft 
spuren wurden durch Zusatz von Oxydationsmitteln beseitigt. Bei Analysen tem- 
peraturresistenter Elemente geschah dies durch Einleiten eines schwachen Sauer- 
stoffstromes 5 ccm/sec (5 ccm/sec. zur Vermeidung einer Geblisewirkung) in den 
liegel (s. Abb. 8). Bei temperaturempfindlicheren Elementen wurden nach jedes- 
maligem Abkiihlen einige ccm 50% iger HNO, und 3-5 Tropfen Perhydrol zu- 
gesetzt und hierauf abgeraucht. Nach Beendigung der Veraschung wurden die 


mineralischen Riickstande mit 2/n HCI] ausgewaschen und in einer Achatschale 
eingetrocknet. In dieser wurden sie mit einem Achatmorser pulverisiert und 


zur Anregung in die Hohlelektroden gebracht. 








Abb. 8. Anordnung zur Trockenveraschung im Sauerstoffstrom. 





b) Die getrocknete Untersuchungssubstanz wurde nach Praparation mit dem 
Vergleichselement in einemKJELDANL-Kolben mit 2ccm konz. HySO, und 3 ccm 
konz. HNO, erhitzt. Die Erwarmung mul am Anfang vorsichtig geschehen, da 
die im Beginn der Veraschung einsetzende Zerst6rung des Eiweifbes meist von 
starker Schaumentwicklung begleitet ist. Hierdurch, wie durch Siedeverzug 
kénnen bei schneller Erwarmung Substanzverluste auftreten. Bei Umschlag det 
Farbe von Braungelb in Schwarz wurden nach Abkihlung 3 com HNO, zuge- 
setzt und wieder erwarmt. Dieser Vorgang wurde so oft wiederholt, bis die Flii 
sigkeit keine Farbumschlage mehr zeigte, wasserklar blieb und bei Salpetersaure 
Zusatz keine braunen Dampfe mehr auftraten. Hierauf wurde abgekihlt, 5 Trop- 
fen Perhydrol zugesetzt und 10 Minuten stehen gelassen. Dann wurde die Saure 
bis auf einen geringen Riickstand abgeraucht. Nach quantitativem Auswaschen 
mit 2/n HCI und neuerlichem Eindampfen wurde der verbleibende Fliissigkeits- 
rest direkt auf die vorgewarmten Elektroden (s. Teil IV, 10) aufgetragen 





7. Isolierung einzelner Elemente. 


Infolge des groBen Linienreichtums der Spektrogramme biologischet 
Aschen treten gelegentlich Fille ein, in denen fiir Untersuchungs- oder 
Vergleichselement keine koinzidenzfreien Linien zur Verftigung stehen. 
Hier hangt die Durchfiihrung der Bestimmung von einer Eliminierung der 
st6renden Elemente ab. Neben der chemischen Fallung, die haufig un 
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befriedigende Resultate ergibt, da an die auftretenden Niederschlige Ofter 
auch solche Ionen absorbiert werden, die in Lésung bleiben sollten, hat 
sich die elektrolytische Abscheidung bewahrt. 

Bei entsprechender Auswahl unter den zahlreichen elektrolytischen Trennungs 
verfahren (s. z. B. TRADWELL) gelingt in vielen Fallen die Abscheidung eine 
Elementegruppe, in der Untersuchungs- und Vergleichselement enthalten sind, 
die st6renden Elemente jedoch fehlen. 

Eine quantitative Abscheidung der gesuchten Ionen lieB sich durch eine det 
Fallungsbedingungen der einzelnen Elemente angepaBten Handhabung des Ver 
fahrens (hinsichtlich Stromstiarke, Kathodenpotential, Wasserstoffionenkonzentra 
tion, Temperatur, Durchstromungsdauer usw.) erreichen. 

Die Elektrolyse wurde mit einer Kohlen- und einer Drahtelektrode (Cu oder Pt 
durchgefiihrt. Die Elektroden wurden direkt zur Anregung verwendet. Bei den 
Fallungen empfahl es sich langsam und mit der kleinstméglichen Stromstirke 
zu arbeiten, da es sonst zur Bildung groBer, schlecht haftender Kristalle kam 
und hierdurch zu Materialverlusten wahrend der Anregung. 


8. Spektrographen. 

Bedingung fiir die Erzeugung analytisch auswertbarer Spektrogramme ist die 
Verwendung von Spektrographen hoher Dispersion und grofer Lichtstirke, die 
in der Lage sind, die Analysenlinien schwacher Elementkonzentrationen mit aus- 
reichender Helligkeit darzustellen und die zahlreichen, eng benachbarten Linien 
der Spektren biologischer Materialien weitgehend zu trennen, Fiir Messungen 
im Ultraviolett wurde der Quarzspektrograph Qu 24 der Firma ZeiB, Jena, be- 
nutzt, der fiir die Zwecke der Spurenelementanalyse besonders zu empfehlen ist. 
Eine ahnliche Eignung besitzen die Quarzapparaturen der Firmen Steinheil 
Soéhne, Miinchen (Spektrograph 513), und FueB, Berlin, (Spektrograph 19 x 24). 

Im sichtbaren Teil des Spektrums wurde mit dem Glasspektrographen der 
Firma Steinheil Séhne gearbeitet (GH), der eine hervorragende Leistungsfahig- 
keit besitzt. 

Die Spaltbreite betrug im allgemeinen 0,020-0,025 mm und wurde damit den 
Forderungen nach ausreichender Linienbreite — im Interesse einer gréBtmog- 
lichen Empfindlichkeit beim Photometrieren sowie einer Ausschaltung lokaler 
Plattenfehler — und einem guten Auflésungsvermégen gerecht. Machte das Auf- 
treten naher Begleitlinien eine gréBere Trennschiarfe erforderlich, so wurde 0,010 
bis 0,015 mm ge6ffnet. Ist diese immer noch unzureichend, so laBt sich ein weiterer 
Gewinn an Trennungsvermégen durch eine Anderung der Kamerabrennweite 
oder Drehung der Prismen aus der Minimumstellung der Ablenkung herbei- 
fiihren. Uber die hierfiir maBgeblichen Uberlegungen berichtet A. HAMMER aus- 
fiihrlich. 


9. Plattenmaterial. 


Die Spektrogramme wurden auf Perutzplatten ,,graphisch B‘‘ aufgenommen, 
wenn die Analysenlinien im Ultraviolett lagen, beim Arbeiten im sichtbaren 
Spektralbereich wurden je nach der Farbe der Analysenlinien Agfa-Spektral- 
platten ,,rot‘’, ,,gelb‘‘, ,,griin‘‘ oder ,,blau‘*‘ in den Hartegraden ,,hart‘‘ oder 
,,extra hart‘* beniitzt. 

Vor der Durchfiihrung der Analysen wurde die Schwarzungskurve der ver- 
wendeten Plattensorte ermittelt (s. Teil I, 4). 

Ihre Kenntnis ist fiir das analytische Arbeiten unerlaBlich, da sich auf sie das 
eingangs beschriebene Verfahren der Plattenauswertung (I, 4) stiitzt. 
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fter ’ 
; 10. Gang der Analyse. 
la 
Infolge des ubiquitéren Vorkommens zahlreicher Analysenelemente 
ie und der damit verbundenen Gefahr einer Einschleppung von auBen ist 
se die Zuverlassigkeit der Analysenergebnisse in hohem MaBe von der Sauber- 
sind, keit der Arbeitsweise abhangig. Es wurden daher saimtliche zur Bestim 
mung beniitzten Gerite der Reihe nach in Bichromatschwefelsaure, Lei 
det es : aie white 
Ve tungswasser, destilliertem Wasser und spurenfreiem aqua bi(tri)destillata 
el ° e P " . “< 
site gereinigt. Zur Entnahme von Untersuchungsstoffen wurden Instrumente 
aus poliertem, nicht rostendem Stahl (V 2 A) verwendet, die in aqua bi 
rPt destillata sterilisiert und in doppeldestilliertem Ather aufbewahrt wurden. 
= Als Reagenzien und Eichsubstanzen wurden nur analysenreine Priparate 
arke p ° = P fl yi sek 
“i verwendet, die spektralanalytisch auf ihren Reinheitsgrad gepriift und wo 
alt ¢ a 
notig und méglich durch Destillation oder Adsorption von den ihnen anhaften- 
den Metallspuren befreit wurden. Bei der nassen Veraschung wurden stets 
Leerversuche angesetzt, da auch nach vorheriger Destillation die be- 
t die nutzten Saduren gelegentlich minimale Spuren einzelner Schwermetalle 
, die (Fe, Pb, Zn) enthielten. Bei der Analyse in Oxalatblut wurde dem Leer- 
noe versuch die gleiche Menge Oxalat zugesetzt. 
nien are t 2 bts 
iiaian Arbeitsweise: Fliissige Untersuchungsstoffe erhielten mdglichst bald nach 
,a ihrer Entnahme die Standardmenge des gelésten Vergleichselementes zugesetzt, 
+? wurden hierauf griindlich durchmischt und in einer Schale 4-6 Stunden bei 150 
die bis 200° getrocknet. Feste Untersuchungsstoffe wurden auf die gleiche Weise ge- 
i . - . é , . . . . . 
trocknet, hierauf die Lésung des Vergleichselementes mit einer Pipette gleich- 
24). 5 5 I : 
i mabig aufgetragen und 60 Minuten nachgetrocknet. War der wasserfreie Riick- 
Ai, stand fiir eine einmalige Veraschung zu gro, so wurde er in einer Achatkugel- 
7 miihle pulverisiert und dann portionsweise eingeengt. Die Veraschung erfolgte 
dies nach den beschriebenen Verfahren a und b (s. IV, 6). Es wurden stets Leerwerte 
1Or- angesetzt. 
fo) . Coe . 2 Th . . 
aler Die salzformigen Riickstande der Trockenveraschung wurden in die Hohl- 
hut: raume von Anode und Kathode eingedriickt, bis diese vollstandig ausgefiillt 
o10 waren, und hierauf spektral angeregt. Es wurde so lange belichtet, bis ein Heller- 
erer werden des Bogens anzeigte, das nach Verdampfen des Salzkernes der Kohlen- 
eite stoff der Elektroden zum Entladungstrager wurde. Schwachere Elementkonzen- 
2 trationen benotigten eine 2—3malige Aufladung der Elektroden mit jedesmaliger 
bei tis, p . g £ ; f J z 
He. Belichtung auf der gleichen Plattenstelle. Um die einzelnen Fiillungen restlos zu 
verdampfen, betrug die Dauer der 2. und 3. Aufnahme entsprechend mehr. 
Die fliissigen Riickstande der Nafiveraschung wurden auf Elektroden (KAIsER- 
sche Form) aufgetragen, die aufrecht in den Bohrungen einer Heizplatte stehend 
en, so lange erwarmt worden waren, bis sie die Untersuchungsflissigkeit unter Ver- 
ren dampfen des Wassers, jedoch ohne zu spritzen, in sich aufnahmen. Die Zugabe 
ral- erfolgte tropfenweise und wurde bis zur Sattigung fortgesetzt. Die Belichtungs- 
der zeiten waren hierbei etwas kiirzer, da der diinne Salziiberzug der Kohlen schneller 
verdampfte als der Salzkern der Hohlelektroden, Bei schwachen Elementkonzen- 
7er- trationen wurden die Aufnahmen bei neuem Untersuchungsmaterial ein- bis 
zweimal auf der gleichen Plattenstelle wiederholt. 
das Die unvermeidliche langsame Wanderung des Bogens iiber die Elektroden- 


oberflache lieB sich durch entsprechende Ausgleichsbewegungen der Halter miihe- 











$52 Hans WourtrF: 


los kompensieren. Hierbei wurden diese so gehandhabt, da’ sich das Bild des 
Bogens stiandig zwischen den Justiermarken des Projektionsschirms und damit in 
der optischen Achse des Spektrographen befand. 


Aufnahmedaten: 


Bogenstromstarke .. . Lae | testinal § - gs « 357359 Amp. 
SpAMNUHE 2455554." s,s pcrauat Ser calc Me 2,1 KV 
Elektrodenabstand . sek sale OMe | rare PTS ns? 
Abstand Bogen-Spalt ......°... sy 3 3 200tim 


Spaltbreite 0,010-0,025 mm 


Belichtungszeit: 
Elektroden mit Salzkern (I. Fiillung) Ae 
Elektroden mit Salzkern (II. und III. Fillung) . . . « je 60-80 sec 
Elektroden mit Salziiberzug . . .... . . . . . . . 20-25 cec/Uberzug 


50-60 sec 


Bei der Entwicklung der Spektrogramme wurde sorgfaltig auf gleichbleibende 
Entwicklerzusammensetzung, Entwicklungsdauer und -temperatur geachtet, um 
Abweichungen der Plattenschwarzungskurve zu vermeiden, Fiir Agfa-Spektral- 
platten wurde Metholhydrochinon, fiir Perutz-graphisch-B Atznatron-Hydro- 
chinon benutzt; die Entwicklungstemperatur betrug 18°. 

Die Linienschwarzung wurde mit einem Zeifischen Spektrallinien-Schnell- 
photometer gemessen. Die zugehorige Intensitat konnte dann aus der Platten 
schwarzungskurve und die dem Intensitaétsverhaltnis der Analysenlinien ent- 
sprechende Konzentration des Untersuchungselementes direkt aus der Verfahrens 
eichkurve abgelesen werden. 

11. Fehlergehalt. 

EKinen Uberblick iiber den Fehlergehalt spektrographischer Mikro 
analysen vermittelt die folgende, anlaBlich einiger statistischer Uberlegun 
gen durchgefiihrte Untersuchungsserie. 1~y Mn wurde 8omal unter glei 
chen Bedingungen auf Kohleelektroden zum Leuchten gebracht und 





Abb. 9. Spektrum des Blutes zwischen 2850 und 2650 A. 


spektrographisch aufgenommen. Die Resultate ergaben eine annihernd 
symmetrische Verteilung, die abgeflachte Haufigkeitskurve zeigte einen 
maBigen positiven ExzeB. Die maximale Abweichung betrug 0,11 y 

11°, die hiufigste Abweichung 0,03 y= 3°, die mittlere Abweichung 
[1] 0,042 Y = 4,2°,. Hierbei werden jedoch nur die in dem registrierenden 
Abschnitt der Spurenelementanalyse wirksamen Fehlerquellen — wie die 
variablen GréBen der Anregung, Justierfehler, Plattenfehler, Photometer 
fehler usw. — erfaBt, die nicht weniger bedeutsamen des praparativen Ab 


[1] 22 | 1M v=a An (a = arith. Mittel, 4 MeBwert) 
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schnitts - z. B. Einschleppung von Spuren und Verluste bei Entnahmen, 
Trocknung, Pulverisierung und Veraschung des Analysenmaterials usw. — 
bleiben unberiicksichtigt. Sie sind in einer Untersuchung iiber den Fehler- 
gehalt von Manganbestimmungen im Blut enthaiten. Hierbei ergaben 
24 Kontrollanalysen des gleichen Blutes eine maximale Abweichung von 
+ 16%, bei einer mittleren Abweichung von 6,8°,. Bei zunehmender Kon- 
zentration der Untersuchungselemente verringert sich der Fehlergehalt 
betrachtlich, wie die Verhaltnisse bei der Bestimmung von Aluminium im 
Blut zeigen. Hier ergaben 24 Kontrollanalysen eine maximale Abweichung 
von -++ 11% bei einer mittleren Abweichung von 3,9%. 

Bei den praktischen Untersuchungen wurde ein wesentlicher Genauig- 
keitsgewinn durch eine dreifache Durchfiihrung der Analyse und Ein- 
setzen des Mittels erzielt. 


Zusammenfassung. 

Es wird die Eignung verschiedener Verfahren der Emissionsspektro- 
graphie fiir die Zwecke der quantitativen Spurenelementanalyse in bio- 
logischen Materialien untersucht. In diesem Zusammenhang wird iiber 
methodische Erfahrungen berichtet, die auf der Suche nach optimalen 
Anregungs- und Analysenbedingungen an Hand von 1800 Spektogrammen 
menschlicher Organe und KoOrperfliissigkeiten gesammelt wurden (s. In- 
haltsiibersicht). 

Fiir ihr férderndes Interesse bin ich Herrn Professor Dr. W. Gertacu, Herrn 
Professor Dr. W. Stepp, Herrn Dozenten Dr. habil. W. RoLtwacGen und Frau- 
lein Dr. E. Riept zu groBem Dank verpflichtet. 

Desgleichen der Leitung der Optischen Werke C. A. Steinnett SOHNE, Miin- 
chen, fiir ihr liebenswiirdiges Entgegenkommen bei der Uberlassung eines 
Arbeitsplatzes. 
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Colchicin-Mitosen-Test an den Vesiculardriisen 
der kastrierten Maus. 


II. Die Spezifitat des Testes. 
19. Mitteilung iiber Sexualhormone und Sterine. 
Von 
WILHELM DirscHeERL, FRIEDRICH ZILLIKEN und KARL Kropp. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Bonn/Rh.) 
Mit 2 Textabbildungen. 
( Eingegangen am 7. August 1944.) 


In der vorhergehenden Mitteilung [1] haben wir die quantitative Aus- 
wertung von Testosteronpropionat in 6liger Lésung an der colchicin 
behandelten, kastrierten mannlichen Maus beschrieben. Das Prinzip der 
Methode besteht darin, da die bereits von H. E. Voss und S. Loewe [2] 
an den Vesiculardriisen festgestellte mitogenetische Wirkung mannlicher 
Keimdriisenhormone durch die mitosenfixierende Wirkung des Colchi 
cins [3] verstarkt und gleichmaBiger erfaBt wird. Ferner bietet dieses Ver- 
fahren gegeniiber den bisher geiibten Auswertungsverfahren an der 
Vesiculardriise den Vorzug, daB man die Wirkung ohne groBe Spezial 
kenntnisse histologisch, aber dabei zahlenmaBig genau ermitteln kann. 
Als MaB der Wirkung haben wir die Anzahl der Mitosen je 10, von einem 
Ocularnetzmikrometer begrenzter Blickfelder bei 710facher VergréBerung 
festgesetzt, wobei nur das Driisenepithel beriicksichtigt wird. (Uber dic 
Wirkung auf Bindegewebe und Muskulatur der Driise berichten wir spater 
gesondert.) Die Frage der Spezifitat des Testes ist von uns in der erwahnten 
Mitteilung nur gestreift worden; sie bildet den Gegenstand der vorliegenden 
Abhandlung. 

Will man chemisch reine oder wenigstens biologisch einheitliche, d. h. 
nur noch unwirksame Begleitstoffe enthaltende Wirkstoffe quantitativ aus 
werten, so spielt die Spezifitat eines Testes keine Rolle, wohl aber dann, 
wenn es sich um die Anreicherung und Isolierung eines Wirkstoffes aus 
einem Gemisch qualitativ gleich, aber quantitativ verschieden wirksamer 
Stoffe, z. B. aus Organextrakten oder KG6rperfliissigkeiten, wie Harn oder 


{1] Dinscnert, W. u. K. Kropp: Vitamine u. Hormone, 5, 280 (1944). 
[2] Voss, H. E. u. S. Lozwe: Dtsch. med. Wschr. 1930, Nr. 30. 
[3] Dustin: Bull. Acad. Méd. Belg. 14, 487 (1934). 
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Blut, handelt. Von besonderem Interesse ist in unserem Fall in erster Linie 
die Wirkung der im Harn miannlicher und weiblicher Individuen vor- 
kommenden mannlichen und weiblichen Keimdriisenhormone. 

Bevor wir auf die Wirkung dieser Hormone eingehen, sei auf eine grund- 
satzlich wichtige Uberlegung hingewiesen, die bei ahnlichen Untersuchun- 
gen haufig auBer acht gelassen wird. Wenn beispielsweise ein Stoff B mit 
5 mg die gleiche Wirkung wie 1 mg des als Vergleichssubstanz dienenden 
Stoffes A zeigt, so wird oft angegeben, die Wirksamkeit von B sei ein 
Fiinftel derjenigen von A. Das stimmt, genau betrachtet, zunachst nur fiir 
die beiden untersuchten Dosen. In allgemeiner Fassung ist diese Aussage 
nur dann richtig und erlaubt, wenn das Verhaltnis der Wirksamkeiten 
beider Stoffe auch bei allen anderen Dosen dasselbe ist, d. h. wenn die 
Dosiswirkungskurven beider Stoffe parallel verlaufen. Haufig trifft dies 
aber nicht zu. Es ist deshalb notwendig, die zu priifenden Stoffe durch ihre 
Dosiswirkungskurven zu charakterisieren. Dabei ist jede Dosis an einer 
gréBeren Zahl von Tieren auszuwerten, um die endogen und exogen be- 
dingten Schwankungen der Ansprechbarkeit der Versuchstiere méglichst 




































cal weitgehend auszugleichen. Wir haben jede Dosis in verschiedenen Wochen 
ia an je § Tieren ausgewertet und bewuBt auf einen gleichzeitigen Vergleich 
der mit Standardsubstanz verzichtet. 
[2 Zum Vergleich mit der Wirkung des Testosteronpropionats ist aber die 
her Dosiswirkungskurve dieses Hormons, wie wir sie in der vorhergehenden 
hi Mitteilung an einer groBen Zahl von Tieren ermittelt haben, in der Abb. 1 
= mit angefiihrt. Wahrend wir aber dort die Kurven fiir Testosteronpropionat, 
der in ErdnuB- bzw. Olivendl gelést, getrennt auffiihrten, haben wir hier die 
al Werte zusammengezogen, da sie sich kaum voneinander unterscheiden. 
xa Fiir 10 y Testosteronpropionat hatten sich je 10 Blickfelder durchschnitt- 
- lich 33,4 (Oliven6l, 133 Tiere) bzw. 31,8 (ErdnuBél, 121 Tiere) Mitosen und 
me fiir 207 Testosteronpropionat 55,1 (Olivenél, 123 Tiere) bzw. 51,9 (ErdnuB- 
die él, 110 Tiere) Mitosen ergeben. Daraus errechnen sich fiir 10 bzw. 20 y 
saa Testosteronpropionat die Mittelwerte 32,6 (254 Tiere) bzw. 53,5 (233 Tiere) 
—e Mitosen. Diese Werte liegen der Vergleichskurve fiir Testosteronpropionat 
len zugrunde. 

Methodik. Die Substanzen wurden ausschlieBlich in dliger Lésung, meist 
h. Oliven-, seltener ErdnuB6l, subcutan verabreicht. Die angegebenen 
- Hormonmengen stellen stets die Gesamtmenge dar, die in zwei Injektionen 
omg zu je 0,1 ccm in 15 Stunden Abstand gegeben wurde. 24 Stunden nach der 
a zweiten Injektion wurden je Tier 40 y Colchicin in 0,1 ccm Wasser ver- 
rt abreicht und die Tiere 9 Stunden spiter getétet. Von jeder Vesiculardriise 
er 





wurden mindestens 50 Gesichtsfelder gezahlt und daraus die Mitosenzahl 
fiir 10 Gesichtsfelder errechnet. Der Mittelwert aus beiden Driisen ergibt 
den Durchschnitt je Tier. Beziiglich weiterer Einzelheiten sei auf die vor- 
hergehende Mitteilung verwiesen. 
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Die Wirkung mdnnlicher Sexualhormone (s. Abb. 1). 

Das freie Testosteron wirkt ahnlich wie sein Propionsaureester ; fiir ein: 
genaue Aussage ist allerdings die Zahl der verwendeten Tiere zu gering. 
Die geringe Substanzmenge, die uns zur Verfiigung stand, lieB keine 
weiteren Versuche zu. Weniger steil verlaufen die Kurven bei Androstendion 
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Abb. 1. Dosiswirkungskurven von Androgenen im Mitosentest. (Die Ziffern bedeuten 
Anzahl der Versuchstiere.) 
und Dihydro-androsteron (3-epi-Oxy-itio-allocholanol- [17]), beide Stoffe 
sind stark wirksam, aber deutlich schwacher als Testosteronpropionat. Da- 
gegen bewirken Androsteron und trans-Dehydro-androsteron in Dosen von 
10 bis etwa 100 y nur wenige Mitosen und ergeben erst in Dosen von 1 
und 2 mg durchschnittlich etwa 20-30 Mitosen. 

Die Reihenfolge der Wirksamkeiten der erwahnten mannlichen Wirk 
stoffe entspricht im groBen und ganzen der im cytologischen Regenerations 
test nach Loewe und Voss festgestellten. Das geht aus dem Vergleich in 
der folgenden Tabelle deutlich hervor. Hier ist - um Vergleichszahlen zu 
erhalten —- die Wirksamkeit der Hormone im Colchicin-Mitosen-Test in 
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Mitose-Einheiten (Mi.-E.) ausgedriickt, obwohl das, wie oben bereits er- 
wahnt, nicht exakt ist. Als Mitosen-Einheit haben wir in der vorhergehen- 
den Mitteilung diejenige Menge eines Stoffes definiert, welche die Wirkung 
yon 10 y Testosteronpropionat zeigt, also durchschnittlich 32,6 Mitosen 
bewirkt. Die im LoEwe-Voss-Test ermittelten Mauseeinheiten (M.-E.) 
sind aus der Arbeit von DirscHERL, Kraus und Voss [1] entnommen, mit 
Ausnahme des Wertes fiir Testosteronpropionat, der uns von Herrn 
H. E. Voss mitgeteilt worden ist. 


Tabelle 1. 





M.-E. Mi.-E. 
Substanz im Loewe- im Colchicin- 
VoB-Test in y Mitosen-Test in y 





Testosteronpropionat .......... etwa 50 10 
III ea ie eo we 100 
Dihtydro-androsteron .......4..-. 200 
PS ck ee etl ee eas 350 
PEI i ee a a >2000 
trans-Dehydro-androsteron. ....... >1000 


Da8B Androsteron wesentlich schwacher als Testosteronpropionat wirkt, 
haben bereits MArTINS [2] und FLEISCHMANN [3] in orientierenden Ver- 
suchen ahnlicher Anordnung festgestellt. Dasselbe gilt fiir Androsteron- 
benzoat [4]. 

Die Isomeren des Androsterons i-Androstanol-(17)-on-(6), i-Andro- 
stanol-(6)-on-(17) und dessen Acetat [5] bewirken in Olivendl in Dosen von 
io und 100 y nur einige (bis zu 5) Mitosen (ah je 5 Tieren gepriift), zeigen 
also in diesen Dosen etwa die Wirksamkeit des Androsterons. 

Um festzustellen, ob in unserem Test auch die sog. Esterwirkung, d. h. 
die in anderen Verfahren nachweisbare protrahierte Wirkung zum Aus- 
druck kommt, haben wir das Acetat und Benzoat des trans-Dehydro- 
androsterons in einigen Orientierungsversuchen gepriift. Das Benzoat be- 
wirkte mit 20 Y 4,1, mit 200 y 0,3 Mitosen, das Acetat mit 20 y 1,7, 25 y 
10,3, 200 Y 8,3 und 2 mg 26,4 Mitosen (je Dosis mit 5 Tieren gepriift, 
Lésungsmittel Olivenél). Beide Ester zeigen also etwa die Wirksamkeit 
des freien Dehydroandrosterons, wie auch zwischen Testosteron und seinem 
Propionat kein wesentlicher Unterschied zu beobachten ist. Bei einer An- 
derung der Versuchszeiten wire das Auftreten von Unterschieden denkbar. 


{1] Hoppe-Seylers Z. 241, 1 (1936). 

[2] C. R. Soc. Biol. 126, 131 (1937). 

[3] Endocrinology (Am.) 25, 798 (1939). 

[4] FLEISCHMANN u. KANN: diese Z. 296, 373 (1938). 

{5} Burenannt, A. u. L. A. SurANy1: Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 591 (1942). - 
Herrn Prof, BUTENANDT sind wir fiir die Uberlassung kleiner Mengen dieser 
Stoffe zu Dank verpflichtet. 
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Die Wirkung der weiblichen K eimdriisenhormone (s. Abb. 2). 


DaB die weiblichen Keimdriisenhormone auf die Vesiculardriisen ein 
wirken, ist bekannt. So verursacht z. B. Oestron starkeres Wachstum der 
Vesiculardriisen als die gleiche Dosis Androsteron [1]. Die ,,paradoxe‘: 
Wirkung der weiblichen Hormone sollte sich aber lediglich auf Binde 
gewebe und Muskulatur, nicht dagegen auf das Epithel der Vesiculardriisen 
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Abb. 2. Dosiswirkungskurven von Oestrogenen im Mitosentest. (Die Ziffern bedeuten Anzahl 
der Versuchstiere.) 


erstrecken [2]. Wie FLEISCHMANN und KANN [3] bei einmaliger und TisLo- 
witz [4] bei einwéchiger Verabreichung von Oestradiolbenzoat in 6liger 
Lésung an colchicinbehandelten kastrierten Mausen festgestellt haben, 
férdert dieses aber auch die Mitosenbildung im Vesiculardriisenepithel, 
wenn auch viel schwacher als Testosteronpropionat. Wir kénnen diese 
iiberraschenden Angaben bestatigen und durch Mitteilung der Dosis- 
wirkungskurven verschiedener Oestrogene erweitern. Oestron bewirkt in 
éliger Lésung bereits in einer Gesamtdosis von 1 y einige, in Dosen von 
10 bis 1000 y durchschnittlich 10 bis 20 Mitosen. Merkwiirdigerweise zeigt 
sich in diesem weiten Dosenbereich keine Zunahme der Wirksamkeit mit 
steigender Dosis, so daB hier die Dosiswirkungskurve annahernd paralle! 
zur Abszisse verlauft. Dasselbe Bild ergibt sich im groBen und ganzen bei 
a-Oestradiol und Equilin, wenngleich das erste mit steigender Dosis eine 
geringe Zunahme der Wirksamkeit aufzuweisen scheint. Auch die Ester 
verhalten sich ebenso. Von Oestronbenzoat, in Olivendl gelést, bewirken 
1 6,7 (3), 10 8,7 (9), 2007 14,8 (5), 5007 10,0 (5), 10 mg 1,3 (5) und 20 mg 
2,6 (5) Mitosen (die eingeklammerten Ziffern geben die Zahl der Tiere an). 
Die extrem hohen Dosen scheinen eine verminderte Wirkung aufzuweisen, 


[1] Tscuopp: Nature (Brit.) 136, 258 (1935). 

[2] Schrifttum bei Bomskov: Methodik der Hormonforschung, Bd. 2, S. 58, 
403. Leipzig (1939). — Siehe auch TisLowitz: Anat. Rec. (Am.) 75, 265 (1939). 

[3] Diese Z. 296, 373 (1938). 

[4] Anat. Rec. (Am.) 75, 265 (1939). 
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obwohl fiir eine exakte Aussage die Tierzahlen zu gering sind. Oestron- 
acetat ruft mit 1 y 6,0 (5), 10 y 1,7 (4) und 500 y 10,6 (3) Mitosen hervor. 
Oestradiol-3-benzoat (Progynon B oleosum) in ErdnuBdl erzielt mit 20 y 
11,8 (5) und mit 200 y 17,6 (10) Mitosen, Oestradiol-17-benzoat in Olivenél 
mit 25 7 2,8 (5) und mit 2 mg 7,1 (4) Mitosen. Unabhangig von der oestro 
genen Wirksamkeit der erwihnten Stoffe erzielt man mit ihnen durch 
schnittlich 10-20 Mitosen. 

DaB die Mitosenwirkung der weiblichen Hormone, die ja aus Stutenharn 
dargestellt werden, nicht etwa beigemengten Vesinen zuzuschreiben ist, 
wie wir zundchst anzunehmen geneigt waren, ergibt sich aus der mito 
genetischen Wirksamkeit der synthetischen Oestrogene, die auch von 
TisLowiTz (l.c.) bereits festgestellt worden ist. Sowohl Diathylstilbéstrol 
(Cyren A) als auch sein Dipropionat (Cyren B)* zeigen bei unseren Ver 
suchen in Dosen von 10 y bis 2 mg die gleiche mitotische Wirkung wie dic 
natiirlichen Oestrogene. 

Die Wirkung der Oestrogene auf das Driisenepithel der Vesiculardriisen 
kommt demnach zweifellos diesen Stoffen selbst zu; sie wirken nicht nur 
auf das Wachstum der bindegewebigen und muskularen Anteile ein, wie 
man bisher annahm. 

Unerklarbar ist vorlaufig die innerhalb weiter Grenzen gleichbleibende 
Wirkung der Oestrogene. Méglicherweise ist die Ursache fiir die Be 
grenztheit der Wirkung in einem Resorptionsverhalten zu suchen, das von 
dem der mannlichen Hormone abweicht. Die naheliegende Annahme, dai 


die Oestrogene nur unspezifisch durch ihre hyperimisierende Eigenschaft 


mitosenférdernd wirken, ist schwer zu beweisen. Ware diese Erklarung 
richtig, so sollte man vom hyperamisierend wirkenden Yohimbin auch 
eine Férderung der Mitogenese erwarten. In einer Dosis von 0,4 mg war 
dieser Stoff véllig wirkungslos. Offenbar zeigt das Yohimbin hinsichtlich 
der Mitogenese ebensowenig die Wirkung der Oestrogene wie an der 
Vaginalschleimhaut der Nager [1]. 

SchlieBlich sei noch die Priifung einiger weiterer Stoffe im Mitosentest 
angefiihrt. Cholesterin bewirkt in 0,5 mg 1,2, in 2 mg 0,2 Mitosen, d. h. 
es ist wirkungsios. Auch das Nebennierenrindenhormon (Cortiron) ist ohne 
Wirkung (0,2 mg: 0,1, 1 mg: 0,2 Mitosen). Progesteron wirkt schwach: 
0,2 mg zeigten 2,1 und 1 mg 8,7 Mitosen (je 5 Tiere). 

Uber die Bedeutung der Spezifitat des Colchicin-Mitosentestes fiir die 
Untersuchung von Harnextrakten ist folgendes zu sagen: Im Harn mann 
licher und weiblicher Individuen sind nicht nur die eigen-, sondern auch 
die andersgeschlechtigen Hormone enthalten, wie aus der Tabelle 2 her 
vorgeht. Von diesen Hormonen haben wir zwar nur die wichtigeren Ver 

* Der I. G.-Farbenindustrie A.G., Werk Elberfeld, danken wir fiir die 


freundliche Uberlassung von Cyren A und B in Substanz. 
[1] Siehe Voss, H. E.: Naunyn-Schmiedebergs Arch. 192, 570 (1939 
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treter gepriift, man darf aber als wahrscheinlich annehmen, daB z. B. dix 
Isomeren des Androsterons im Mitosentest eine ahnlich schwache Wirkung 
wie Androsteron und Dehydroandrosteron aufweisen. Im cytologischen 
Regenerationstest sind jedenfalls iso-Androsteron und die Androsteron 
isomeren der Koproreihe von etwa gleicherWirksamkeit wie Androsteron [1 |. 
Das stark wirksame Testosteron ist im Harn nicht enthalten. Da nun die 
Oestrogene bereits in kleinen Dosen eine, wenn auch nur schwache mito 
tische Wirkung ausiiben, wahrend sich die Wirkung der Androgene erst 
in Dosen von 1 bis 2 mg tiber das Plateau der Oestrogenwirkung erhebt, 
kann der Gehalt einer Harnfraktion an mannlichen Wirkstoffen erst dann 
ermittelt werden, wenn diese von den weiblichen Hormonen abgetrennt 
worden sind. Das laBt sich bekanntlich auf Grund der Alkaliléslichkeit der 
Oestrogene und der Alkaliunléslichkeit der Androgene durchfiihren, aller 
dings bei Stutenharn mit seinem groBen Gehalt an Oestron nur schwer 
quantitativ, wie eigene Erfahrungen zeigten. Die relative Unspezifitat des 
Colchicin- Mitosen-Testes bietet dafiir anderseits die Méglichkeit, nicht nur 
in der alkaliunléslichen Fraktion den Gehalt an mannlichen, sondern auch 
in der alkaliléslichen Fraktion den an weiblichen Wirkstoffen zu ermitteln. 


Tabelle 2. Vorkommen der Sexualhormone in verschiedenen Harnen 
(sowett tsoltert). 





Harn von Androgene | Oestrogene 





Ma4nnern (normal) | Androsteron Oestron 
trans- Dehydroandrosteron 
| Androsteron d. Koproreihe[2] 
Frauen (normal) | Androsteron 
| trans- Dehydro-androsteron 
| Androeron der Koproreihe 
| iso-Androsteron [3] 
Frauen (schwanger) | Androsteron Oestron 
a-Oestradiol 
Oestriol 


Stuten (trachtig) trans- Dehydroandrosteron Oestron 

Androsteronisomeres [4] Oestronisomeres [5 | 

Androsteronisomeres [6] a-Oestradiol 
8-Oestradiol 
Equilin 
Dihydro-equilin 
Equilenin 
Dihydro-equilenin 


[1] Dirscuer.L, Kraus u. Voss; Hoppe-Seylers Z. 241, 1 (1936). 

[2] EncEL, Tuorn u. Lewis: J. biol. Chemistry (Am.) 137, 205 (1941). 

[3] PEARLMANN: J. biol. Chemistry (Am.) 136, 807 (1940). 

[4] Hearp u. McKay: J. biol. Chemistry (Am.) 131, 371 (1939). 

[5] HEARD u. HorrMann: J. biol. Chemistry (Am.) 135, 801 (1940) ; 138, 651(1941). 
[6] OppENAUER: Hoppe-Seylers Z. 270, 97 (1941). 
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Zusammenfassung. 

Die Spezifitat des Colchicin- Mitosen-Testes wird untersucht. Die Dosis 
wirkungskurven mannlicher und weiblicher Keimdriisenhormone werden 
angegeben. Wahrend freies Testosteron ahnlich wie sein Propionat wirkt, 
zeigen Androstendion und Dihydroandrosteron schwachere, aber noch sehr 
kraftige Wirkung. Dagegen sind Androsteron und trans- Dehydroandroste 
ron erst in héheren Dosen deutlich wirksam. Natiirliche (Oestron, sein 
Acetat und Benzoat, «-Oestradiol und seine Benzoate, Equilin) und_ kiinst- 
liche Oestrogene (Diathylstilbéstrol und sein Dipropionat) wirken iiber 
raschenderweise ebenfalls auf das Driisenepithel der Vesiculardriisen ein. 
Ihre Wirkung ist zum Unterschied von der der Androgene dadurch 
charakterisiert, daB sie innerhalb weiter Dosenbereiche (10-2000 y) gleich 
bleibt; sie betragt durchschnittlich 10-20 Mitosen. Progesteron zeigt 
schwache Wirksamkeit, Nebennierenrindenhormon und Cholesterin sind 
in den untersuchten Dosen wirkungslos, ebenso Yohimbin. 

SchlieBlich wird die Wirkung der in Harnfraktionen vorkommenden 
Stoffe diskutiert. 

An der Durchfiihrung der Arbeit waren die med.-techn. Assistentinnen 
Frl. Marianne Cramer und Frl. Irene Matern beteiligt. Wir danken ihnen fiir 
die sorgfaltige Ausfiihrung der zahlreichen Bestimmungen. 


Ferner sind wir der Firma C. F. Boehringer u. Sdhne GmbH., Mannheim- 
Waldhof, fiir die Unterstiitzung der Arbeit zu Dank verpflichtet. 





Nachweis der komplexen Natur des Kathepsins 
und Beitrag zur Reinigung einer 
Komponente (Kathepsin T). 


Von 
KonraAp LANG und ErtcH WEGNER. 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Johannes Gutenberg Univ: 
sitat in Mainz.) 


Mit 2 Textabbildungen. 


( Eingegangen am 25. Dezember 1944.) 


Die bisher tiber das Kathepsin vorliegende Literatur bietet ein rech 
vielgestaltiges Bild sich oft widersprechender Befunde und erst SCHAFFNEK 
und TRUELLE [1] ist es vor nicht allzu langer Zeit gelungen, durch de: 
Nachweis der komplexen Natur des Kathepsins einen Teil der Wide: 
spriiche aufzuklaren. SCHAFFNER und TRUELLE unterscheiden hinsicht 
lich des Kathepsins zwischen einem ,,gelatinespaltenden Enzym“ (G.E. 
und einem ,,hamoglobinspaltenden Enzym‘: (H.E.), deren Trennung vor 
einander ihnen gelungen ist. Wahrend das G.E. neben Gelatine auch a 
dere niedermolekulare Proteine, wie Histone und Protamine, spaltet und 
durch Cystein und Ascorbinsaure aktiviert, durch Jodessigsaure aber gi 
hemmt wird, hydrolysiert das H.E. neben Hamoglobin auch Casein und 
SerumeiweiB, zeigt aber im Gegensatz zum G.E. nicht die erwahnte: 
Aktivierungs- bzw. Hemmungserscheinungen. Alle bisherigen das Kathep 
sin betreffenden Untersuchungsergebnisse, die unter Verwendung voi 
Gelatine als Substrat gewonnen wurden, beziehen sich demnach nur au 
das G.E., iiber dessen Eigenschaften wir somit durch die Arbeiten voi 
Wacpscumipt-Lerrz und Mitarbeitern [2], MaAscHMANN und HELMERT | 3 
EULER, KArRRER und ZEHENDER [4], A. Purr [5] und H. MULLER [6 
recht gut unterrichtet sind. Die weitestgehende Reinigung des G.| 
diirfte wohl H. MULLER erreicht haben, wenn sie auch nur das etw 
20- bis 27fache eines Milztrockenpulverextraktes betrug. Das H.E. is 
nach Méinung von SCHAFFNER und TRUELLE mit der von ANson [7] mit 
tels seiner kolorimetrischen Methodik erfaBten intrazelluliren Proteinas 
identisch. Unseres Erachtens diirften sich auch die zahlreichen Arbeite: 
von KLEINMANN und Mitarbeitern [8], soweit sie Casein, Serum- un: 
OrganeigeneiweiB als Substrat benutzt haben, auf das H. E. beziehen, d 
sie bei der katheptischen Hydrolyse der erwahnten Substrate ebenfalls di: 
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erwahnten Aktivierungserscheinungen vermiBten. Auf der anderen Seite 
konnten die gleichen Autoren aber die Aktivierbarkeit der Gelatinespal- 
tung bestatigen, ohne allerdings eine Deutung dieser verschiedenartigen 
Befunde zu geben. Der von ScHAFFNER und TRUELLE beschriebene 
Reinigungsgang des H. E. lehnt sich im iibrigen, abgesehen von der Ab- 
trennung des G.E., teilweise an die verbesserte ANsonsche Methode [9] 
an und diirfte auch hinsichtlich des Reinigungserfolges etwa in der gleichen 
GréBenordnung liegen. Die vorliegende Arbeit, die im iibrigen in ihren 
wesentlichen Ergebnissen bereits vor Erscheinen der Arbeit von ScHAFF- 
NER und TRUELLE vorlag, hatte zunichst zum Ziel, eine méglichst weit- 
gehende Reinigung des Kathepsins iiber das bisher Erreichte zu erzielen. 


Reinigung des Kathepsins. 


Als Ausgangsmaterial der Kathepsindarstellung diente Hundeleber, die 
sofort nach Tétung des Tieres entnommen, mit dem Fleischwolf zerkleinert 
und bis zum Gebrauch bei —20° im Tiefkiihlschrank aufbewahrt wurde. 
Als Substrat fand in allen Fallen Hamoglobin Verwendung, das aus ge- 
waschenen Hundeerythrocyten durch Hamolyse erhalten und in Form 
einer 5°, igen Lésung im Eisschrank unter Toluol vorratig gehalten wurde. 
Die Bestimmung des Fermentgehaltes der jeweils im Verlauf der Reini- 
gung erhaltenen Lésungen erfolgte in Anlehnung an die ANsonsche Me 
thodik in der Weise, daB jeweils das durch halbstiindige Proteolyse aus 
dem Substrat gebildete Tyrosin photometrisch ermittelt und die dieser 
Menge entsprechende Anzahl Kathepsineinheiten einer Aktivitatskurve 
des Kathepsins (Konzentrationsumsatzkurve) entnommen wurde. Da die 
Tyrosinbestimmung im Trichloressigsaurefiltrat sowohl das als freie Saiure 
wie auch das in peptidartiger Bindung vorliegende Tyrosin in gleicher Weise 
erfaBt, bleibt das MeBergebnis durch evtl. eingetretene Sekundarspaltun- 
gen durch Peptidasen unbeeinfluBt und entspricht allein der Proteinase- 
wirkung. ‘Als MaBstab des Reinheitsgrades der jeweiligen Fermentlésungen 
und der damit erzielten Reinigung tiberhaupt wurde der Quotient 


Enzymeinh. in 1 ccm Fermentlésung 


mg Eiwei8 in 1 ccm Fermentlésung 


festgesetzt. Auf Grund unserer Untersuchungen erwies sich der im folgen- 
den dargestellte Reinigungsgang hinsichtlich der damit erzielbaren Reini 
gung als besonders giinstig. 

Lésung A. 200 g mit dem Fleischwolf zerkleinerte und anschlieBend tief- 
gefrorene Leber werden 45 Min. lang unter gelegentlichem Riihren mit 
800 ccm Wasser ausgezogen. Hierauf wird zentrifugiert, die dunkelrote 
Fliissigkeit verworfen und der Riickstand go Min. lang unter haufigem 
Riihren mit 1800 ccm 5°%-KCl-Lésung extrahiert. Der vom Riickstand 
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durch Zentrifugieren getrennte hellrote triibe Rohextrakt wird als Lésung A 
bezeichnet. 

Lésung B. Die im Eisschrank weitgehend gekiihlte Lésung A wird unte: 
standigem Rihren langsam mit der halben Menge eiskalter 2n-Essigsaur: 
versetzt, etwa 10 Min. in der Kalte stehengelassen und der entstanden 
voluminése Niederschlag abzentrifugiert. Die iiberstehende klare gelb- 
braune Fliissigkeit stellt Lésung B dar. 


Lésung C. Lésung B wird mit Ammonsulfat bis zur 20°,,-Sattigung ve1 
setzt, 30 Min. in der Kalte stehengelassen, vom Niederschlag durch Zentri 
fugieren getrennt, erneut Ammonsulfat bis zur 80°%-Sattigung zugegeben 
und nach etwa 45 Min. langem Stehen der entstandene EiweiBniederschlag 
abzentrifugiert. Letzterer wird in einer !/,; des Rohextrakts entsprechenden 


Menge Wasser gelést und ergibt die gelbbraune triibe Lésung C. 

Lésung D. Zu Lésung C, die bei genauer Einhaltung der obigen bi 
dingungen ein py; von 4,0 bis 4,2 aufweist, wird Ammonsulfat bis zur 60°, 
Sattigung gegeben. Nach 45 Min. langem Stehen in der Kalte wird zentri 
fugiert, erneut Ammonsulfat bis zur 80° ,-Sattigung zugesetzt und der 
entstandene Ammonsulfatniederschlag nach wiederum 45 Min. in der 
Zentrifuge abgetrennt. Letzterer, in 30ccm Wasser gelést, ergibt die triibe, 
stark ammonsalzhaltige Lésung D. 

Lésung E. Lésung D wird iiber Nacht (12-14 Std.) in einem Cellophan 
schlauch gegen kaltes flieBendes Leitungswasser dialysiert. Das von einem 
geringen EiweiBniederschlag durch Filtration getrennte, von Ammonsulfat 
weitgehend befreite klare gelbe bis gelbliche Dialysat wird als Lésung EF 
bezeichnet. 

Lésung F. Loésung E wird soweit mit Wasser verdiinnt, daB 1 ccm genau 
40 Enzymeinheiten entspricht und durch Einstellen in eine Eis-Kochsalz 
mischung auf + 1° gekihlt. Zu Lésung E wird hierauf bei weiteren 
Stehenlassen in Kaltemischung langsam und unter standigem Rihren dic 
gleiche Menge —10-15° kaltes Aceton gegeben und das Gemisch dabei 
gleichzeitig auf etwa —5° gekiihlt. Nach Beendigung des Acetonzusatzes 
wird noch 2-3 Min. bei dieser Temperatur stehengelassen und hierauf der 
entstandene feine bis grobflockige weiBliche EiweiBniederschlag durch 
5 Min. langes Zentrifugieren (3000 Umdrehungen) abgetrennt. Nach Ab 
gieBen des Aceton-Wassergemisches bleibt bei hohem Reinheitsgrad der 
Lésung E am Boden des Zentrifugenglases nur eine hauchartige Triibung 
(Tabelle 1), in weniger giinstigen Fallen ein geringer weiBer Niederschlag 
zuriick. Durch Abwischen der Zentrifugenglaswandungen und durch an 
schlieBendes Absaugen im Vakuum der Wasserstrahlpumpe werden di 
letzten Acetonreste modglichst weitgehend entfernt. Die klare, je nac! 
Reinheits- und Verdiinnungsgrad fast wasserhelle bis gelbliche Lésung 
der Acetonfallung stellt das Endergebnis des geschilderten Reinigungs 
ganges des Kathepsins dar und wird als Lésung F bezeichnet. 
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Die Leistungsfahigkeit der vorstehend entwickelten Methode beweist 
am besten das in Tabelle 1 niedergelegte Endergebnis der Reinigung des 
Kathepsins, das zum Vergleich einem waBrigen Leberrohextrakt gegen- 






iibergestellt ist. 






Tabelle 1 












Fermentlésung 
wiasseriger 
Leberrohextrakt 


Fermentlésung 
Lésung F 















Zur Proteolyse angewandte ccm Ferment- 









0,2 0,05 
losung ten : 
Tyrosin abgespalten. Pietia Sine tise atts 13,5 Y 15,5 
Enzymeinh./1 ccm Fermentlésung eS 19 go 
Eiweifs/1 ccm Fermentlésung ..... . 10,5 mg unter 33 ¥ 
Remibetegras 1,8 iiber 2724 






Die gegeniiber dem Leberrohextrakt erzielte Reinigung ist demnach 





mindestens 1500fach bei allerdings gleichzeitigem Fermentverlust von 
ca. 93°). Eine genaue Angabe des Reinheitsgrades ist insofern nicht 
méglich, als eine exakte Bestimmung des EiweiBgehaltes infolge der zu 
geringen zur Verfiigung stehenden Menge Fermentlésung nicht durch- 
fiihrbar war. Der EiweiBgehalt betrug fiir die aus 200 g Leber erhaltenen 
30 ccm Lésung F jedenfalls weniger als 1 mg. Der Reinigungserfolg ist 
also eher noch gréBer als angegeben. Den iiberaus geringen Eiweibgehalt 
der Lésung F veranschaulicht am besten die Tatsache, daB der Aceton- 











niederschlag, dessen Auflésung ja die Lésung F darstellt, nach dem 
Zentrifugieren und AbgieBen der iiberstehenden Fliissigkeit nur eine kaum 
sichtbare, hauchartige Triibung am Boden des Zentrifugenglases bildete. 
Die 30 ccm Fermentlésung selbst waren fast wasserhell mit nur einem ge- 
ringen Stich ins Gelbliche. Kristallisationsversuche erschienen auf Grund 
des geringen Gehaltes an Fermentprotein von vornherein aussichtslos und 
wurden daher unterlassen. Allerdings sei hierbei betont, daB die eben be- 
schriebene etwa 1500fache Reinigung des Kathepsins ein giinstiges Er- 
gebnis darstellt, das keineswegs immer erzielt werden kann. Viele Lebern 










-_ — 





werden Lésungen F geringerer Reinigung ergeben. Dies ist keinesfalls auf 
Mangel der Reinigungsmethode zuriickzufiihren, die bei vdllig gleich- 






artigem Ausgangsmaterial jederzeit reproduzierbare Ergebnisse liefert, 
sondern wird allein durch die Eigenschaften des betr. Organs, wie Ferment- 
und ,,Ballast‘‘eiweiBgehalt, Entblutungsgrad und vielleicht noch andere 
unbekannte Faktoren bedingt. 












Versuche zur Aktivierung und Hemmung der Kathepsinproteolyse. 





Die Tabelle 2 zeigt zunachst, daB die Aktivitat des Kathepsins durch 
Zusatze von Co’, Cu’, Fe’, Mn” und Zn” in m/1000-Konzentration nicht 






beeinfluBt wird. 
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Vabelle 2, (Fermentlésung = Lésung F.) 





Enzym- 
menge 


Cu” er Mn" Zn*’ 
m, 1000 


| 
ohne Zusatz 





4 Einh. 
8 Einh. 
16 Einh 


wm 


Tyrosin 
abgespalten 


ww ihr 
o- N 


30,5 30,5 Y 


| 
| 
22,0 | 24,0y | 
39,0 8,0 7 | 


wv 

















Auch Zusiatze von Cystein, KCN, H,S und Ascorbinséure plus Fe’ 
m/1000 sind ohne EinfluB auf den Substratabbau (Tabelle 3). 


Zabelle 3. (Fermentlosung = Lésung F.) 





Enzymmenge | ohne Zusatz}_ KCN HS _| Cystein-HCI Ascorbinsaure 


plus Fe’ m/1000 














| 
| 
5 Einh. 26,0 27,0 | 26,5" | ; 26,5 y Tyrosin 
10 Einh. 31,5 co ae Gare Co ae Rata | 30,0 y Tyrosin 
20 Einh. GAY SP en On | 39,0 7 41,5 y Tyrosin 

Die Befunde ANnsons, ScHAFFNERS und TRULLEs konnten also im 
wesentlichen bestitigt werden mit der Einschrinkung, da letztere ein: 
Aktivierung des Kathepsins (H.E.) durch Cu” und Mn” in 1/200 molare: 
Konzentration festgestellt haben wollen. 

Neben der photometrischen Methodik der Fermentbestimmung wurd« 
nun auch zur Kontrolle in einigen Fallen die Menge des wahrend de: 
Proteolyse gebildeten trichloressigsdureléslichen Stickstoffs (Rest-N) als 
Ma der Gesamtproteolyse ermittelt. Es waren zunachst unabhangig von 
der angewandten Methodik in allen Fallen der Richtung nach die gleichen 
Ergebnisse zu erwarten gewesen, zumal evtl. Sekundarspaltungen durch 
gleichzeitig anwesende Peptidasen das MeBergebnis nicht beeinflussen 
Konnten. Dafiir sprach auch die Tatsache, daB ScHAFFNER und TRUELLE 
mittels der Rest-N-Bestimmung in bezug auf die Eigenschaften des 
Kathepsins im wesentlichen zu den gleichen Ergebnissen kamen wic 
ANSON mittels seiner kolorimetrischen Methodik. Andererseits aber hatten 
bereits M. E. MAVER [10] unter Benutzung von Hamoglobin, Fibrin und 
Leberglobulin als Substrat und Ronponr und Pozzi [11] bei Organ 
eigeneiweiB eine deutliche Aktivierung der Gesamtproteolyse durch Cystein 
festgestellt, worauf allerdings ScHAFFNER und TRUELLE in ihrer Arbeit 
nicht eingegangen sind. 

Es zeigte sich nun auch bei unseren Untersuchungen, besonders bei An 
wendung héherer Fermentkonzentrationen, eine geringfiigige, aber deut 
liche Aktivierung der Gesamtproteolyse, in erster Linie durch Cystein und 
Ascorbinsaure. 
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Tabelle 4. (Fermentlosung Lésung F. 








Enzymmenge ohne Zusatz H,S Cystein-HCl Ascorbinsaure plus Fe"* m/1000 
oe | i 
5 Einh. 0,129 0,140 0,134 0,126 mg Rest-N 
10 Einh. 0,168 | 0,179 0,188 0,193 mg Rest-N 
20 Einh. 0,232 | 0,238 0,274 0,258 mg Rest-N 





Diese unter Benutzung einer Lésung F erhobenen Befunde wurden nun 
einer Nachpriifung mittels Fermentlésungen geringeren Reinheitsgrades 
unterzogen, da hierbei evtl. Unterschiede noch deutlicher hervortreten 
muBten. Dies bestatigen auch die Ergebnisse der Tabellen 5 und 6. 








Tabelle 5. (Fermentlésung Lésung E. 
onee £usatz ©, . . 41,5 y Tyrosin 0,328 mg Rest-N 
Abscorbinsaure ; 

Be Wa tO 41,0 y Tyrosin 0,420 mg Rest-N 
Cysten-HCh ok ks 40,5 y Tyrosin 0,414 mg Rest-N 
Tabelle 6. (Fermentlésung = Lésung C. 
one Zusate as. s 40,5 y Tyrosin 0,437 mg Rest-N 

Ascorbinsaure 
Re Mmyji000 . 22.6: 41,0 y Tyrosin 0,560 mg Rest-N 
Contein-Hed 40,0 y Tyrosin 0,644 mg Rest-N 


Bei gleichem Gehalt an mittels der photometrischen Methode erfaBten Kathep- 
sin (je 20 Einheiten) sinkt also mit zunehmendem Reinheitsgrad der Umfang der 
Gesamtproteolyse und deren Aktivierbarkeit durch Cystein. 


Die vorangehend beschriebenen Erscheinungen werden als eindeutiger 
Beweis fiir das Vorhandensein von mindestens zwei zur Hamoglobin 
spaltung befahigten Gewebsproteinasen angesehen. Aus diesem Grunde 
wurde die von ScHAFFNER und TRUELLE vorgeschlagene Bezeichnung 
,hamoglobinspaltendes Enzym‘ fiir die mittels der Tyrosinbestimmung 
erfaBte Kathepsinkomponente abgelehnt und statt dessen im Hinblick aut 
die zur Aktivitatsbestimmung angewandte Methodik (Tyrosinbestimmung) 
die Benennung ,,Kathepsin T” gewahlt. Damit bestatigen sich auch die 
Befunde von Ronpont und Pozzi [11] und Maver [10], die ebenfalls mit 
tels der Gesamtstickstoffbestimmung das Vorhandensein einer durch 
Cystein und Blausdure aktivierbaren ,,hamoglobinspaltenden’’ Gewebs 
proteinase festgestellt hatten. SchlieBlich findet auch die von Anson [7] 
mittels der Formoltitration beobachtete cysteinaktivierbare Hamoglobin- 
spaltung, die von diesem falschlich als Peptidasewirkung gedeutet wurde, 
hierin ihre Erklarung. 
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Angeregt durch die in den Tabellen 4-6 zusammengestellten Ergebnisse 
wurde auch die Schwermetallwirkung einer Nachpriifung mittels der 
Rest-N-Bestimmung unter Benutzung einer Fermentlésung mittleren 
Reinheitsgrades unterzogen (Tabelle 7). 


Tabelle 7. (Fermentlésung Lésung E.) 





ohne Zusatz. ... .°4°). 41,5 y Tyrosin 0,328 mg Rest-N 
COI IBOO 85). 41,5 y Tyrosin 0,342 mg Rest-N 
Cu" m/1000 ears a 40,5 y Tyrosin 0,188 mg Rest-N 
Fe mitooo . 41,5 y Tyrosin ,314 mg Rest-N 
Min” M/ P0068 40,5 y Tyrosin ,316 mg Rest-N 
PR TROOO eis ss 39,5 y Tyrosin ,294 mg Rest-N 


Wahrend also das Kathepsin T in jedem Falle unbeeinfluBt bleibt, wird 
die Gesamtproteolyse durch Cu” in 1/1000 molarer Konzentration deutlich 


gehemmt und liefert damit einen weiteren Beweis fiir das Vorliegen 


mehrerer hamoglobinspaltender intrazellularer Proteinasen. 

Der Versuch, die vorstehend beschriebenen Untersuchungen mittels 
Serumalbumin als Substrat zu wiederholen, scheiterte an der geringen 
Spaltbarkeit desselben unter den fiir die Himoglobinspaltung als zweck 
maBig erkannten Bedingungen (Tabelle 8). 


Tabelle 8. (Fermentlésung = Lésung F.) 





Cystein-HCl Ascorbinsaure 


Enzymmenge ohne Zusatz ohne Zusatz H,S 4 
plus Fe’ m/1000 








10 Einh. | 2,5 y Tyrosin 0,028 0,028 0,036 | 0,036 mg Rest-N 
20 Einh. | 4,5 y Tyrosin 0,048 | 0,056 | 0,048 | 0,056 mg Rest-N 














Methodik. 
Bestimmung des Fermentgehaltes. 


In Reagensglaser werden je 1 ccm 5% Hamoglobinlésung, 1 cc m Wasser (bzw 
1 ccm Lésung der auf seine aktivierende bzw. hemmende Wirkung zu priifenden 
Substanz) und 2 ccm m/l] Acetatpuffer (p,, 4,1-4,2), in eine gleiche Anzahl anderer 
Reagenzglaser ca. 3ccm der zu untersuchenden Fermentlésung gegeben und 
simtliche Glaser in einem Brutschrank von 37° gestellt. Nach einer Stunde werden 
je 2ccm Fermentlésung bzw. 2 ccm einer entsprechenden Verdiinnung derselben 
zu den 4ccm Substrat-Puffergemisch gegeben und sofort und nach genau 30 Minu- 
ten je 2 ccm der Fliissigkeit entnommen und mit je 3 ccm 5% Trichloressigsaure 
enteiweiBt. In je 2ccm des Trichloressigsdurefiltrats wird der Tyrosingehalt 
photometrisch bestimmt. Die Differenz der Werte am Beginn und Ende der halb- 
stiindigen Proteolyse entspricht der durch das Ferment als freie Aminosaure oder 
in Peptidbindung abgespaltenen Tyrosinmenge. Der Konzentrations-Umsatz- 
kurve wird dann jeweils die dieser Tyrosinmenge entsprechende Anzahl Enzym- 
einheiten pro ccm der untersuchten Fermentlésung bzw. Verdiinnung entnommen. 








nisse 
der 
leren 


wird 
tlich 
gen 


ttels 
igen 
eck 


bzw 
den 
rer 
und 
den 
ben 
nu- 
jure 
halt 
ilb- 
der 
atz- 
ym- 
en. 






469 


Nachweis der komplexen Natur des Kathepsins 








Aufstellung der Konzentrations-Umsatzkurve und Zeit-Umsatzkuree. 






Die Konzentrations-Umsatzkurve (Ordinate: y Tyrosin, Abszisse: Enzym- 
einheiten in 1 ccm untersuchter Fermentlésung) wurde mit einer Anzahl Ver- 
diinnungen von Fermentlésungen verschiedenen Reinheitsgrades aufgestellt. Es 
konnte festgestellt werden, daB ihr Verlauf unabhangig vom Reinheitsgrad der 
benutzten Fermentlésung ist. Unter Verzicht auf umstandliche Umrechnungen 
wurde die Enzymeinheit folgendermaBen definiert: 1ccm der angewandten 
Fermentlésung bzw. Verdiinnung enthalt dann eine Enzymeinheit, wenn die 
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Abb. 1. Konzentrations- Umsatzkurve. 


Fermentmenge im Ansatz dem dritten Teil derjenigen entspricht, die unter ge- 
nauer Einhaltung der oben angegebenen Reaktionsbedingungen aus Hamoglobin 
so viel Tyrosin abspaltet, daB in 2 ccm des Trichloressigsaurefiltrats 20 y nach- 
weisbar sind, 20 y Tyrosin entsprechen demnach 3 Enzymeinheiten in 1 ccm Fer- 
mentlésung. Die aufgestellte Enzymeinheit gilt im iibrigen nur fiir den prakti- 
schen Bedarf der Kontrolle der Fermentreinigung in der vorliegenden Arbeit. 
Um die Giiltigkeit der Scniitzschen Regel auch fiir die Kinetik des Kathepsin T 
nachzuweisen, was gleichzeitig ein Kriterium fiir die Richtigkeit der Konzen- 
trations-Umsatzkurve ist, wurde auBerdem eine Zeit-Umsatzkurve aufgestellt. 
Die der bei 30 Min. langer Proteolyse erhaltenen Tyrosinmenge entsprechende 
Anzahl Einheiten wurde als Bezugswert festgesetzt und alle anderen mit der 
gleichen Fermentkonzentration aber kiirzerer oder langerer Einwirkungsdauer 
erhaltenen Werte in die entsprechende Anzahl Enzymeinheiten umgerechnet. 
Die so erhaltene Zeit-Umsatzkurve deckt sich in dem untersuchten Bereich mit 
der Konzentrations-U msatzkurve, in gewissen Grenzen wirken sich also Veran- 
derungen der Dauer der Proteolyse wie entsprechende Anderungen der Ferment- 
konzentration aus. Die Giiltigkeit der Scut'tzschen Regel ist damit auch fiir das 
Kathepsin T bestatigt. 






















Bestimmung des Tyrosingehaltes. 






Die Bestimmung des Tyrosingehaltes erfolgte mit geringfiigigen Abande- 
rungen nach einer von MactaG und SCHOENTAL [12] ver6ffentlichten quantitativen 
Modifikation der Reaktion von GERNGROSS-VOSS-HERFELD | 13] auf p-substituierte 
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Phenole. Im Gegensatz zu dem von ANSON und ScHAFFNER und TRUELLE be 
nutzten Phenolreagenz nach Fouin und Ciocatteu [14] diirfte diese Reaktion 
im EiweiBhydrolysat spezifisch fiir Tyrosin sein. Die Bestimmung wird wie folgt 
ausgefiihrt: 2 ccm Trichloressigsaurefiltrat werden mit 1 Tropfen einer 1% al 
koholischen Lésung von «-nitroso 8-Naphthol und 2 ccm einer salpetersauren 
Ferriamonsulfatlésung (1 Teil Salpetersaure, 1,40 plus 5 Teile einer kaltgesattig- 
ten Ferriammonsulfatlésung) versetzt und iiber kleiner Flamme vorsichtig kurz 
zum Sieden erhitzt. Nach einstiindigem Stehen wird gegen einen ebenso behan- 
delten Leerwert im Stufenphotometer (Filter S. 50) abgelesen und die der Ex- 
tinktion entsprechende Tyrosinmenge einer Eichkurve entnommen. 


Die bei den Versuchen iiber Aktivierung und Hemmung des Kathepsin 1 
durch reduzierende Verbindungen und. Schwermetalle erfolgten Zusatze sind 
nicht samtlich ohne EinfluB auf den Ausfall der Tyrosinreaktion. Wahrend die 
durch H,S und HCN hervorgerufenen Stérungen leicht durch kurzes Aufkochen 
des Trichloressigsaurefiltrats vermieden werden kénnen, verhindert ein Zusatz 
von 5 mg Cysteinhydrochlorid zum Fermentansatz das Auftreten der Farbreak- 
tion vollig. Diese Stérung gelingt es auf folgende Weise zu beseitigen: Zum Tri- 
chloressigsaurefiltrat werden jeweils 2 Tropfen einer 10% Quecksilberoxydacetat- 
lésung gegeben und die hierbei ausfallende Quecksilberverbindung des Cysteins 
abfiltriert. Mit 2 ccm des Filtrats wird jetzt die Farbreaktion, wie oben beschrie- 
ben, angestellt. Trotz der Ausfallung des Cysteins bleibt jedoch noch immer eine 
deutliche Abschwachung der Farbintensitat bestehen, die wahrscheinlich durch 
das iiberschiissige Quecksilbersalz bedingt ist. Da die Abschwachung aber be 
sonst gleichen Bedingungen jederzeit reproduzierbar ist, wurde eine Tyrosin- 
Eichkurve mit entsprechendem Cystein- und Quecksilberacetatzusatz aufgenom- 
men und bei allen Versuchen mit Cysteinzusatz der der abgelesenen Extinktion 
entsprechende Tyrosinwert dieser Kurve entnommen. 

Auch Ascorbinsaure beeinfluB8t die Tyrosinreaktion erheblich, jedoch ergab 
sich auch hier die Méglichkeit, die Stérung durch Aufstellung einer Eichkurve 
mit entsprechend behandelten Tyrosinlésungen auszugleichen (Abb. 2 
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Abb. 2. Eichkurven zur Bestimmung des Tyrosins. 


Bestimmung des Eiweifgehaltes. 


Der Eiweibgehalt der Fermentlésungen wurde in allen Fallen gravimetrisch 
ermittelt. Zu diesem Zweck wurde das EiweiB durch einstiindiges Erhitzen im 
Wasserbad mit Acetatpuffer unter gleichzeitigem Ammonsulfatzusatz ausgefallt 
und nach griindlichem Auswaschen und Trocknen zur Wagung gebracht. 
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Zusammenfassung. 


Der bereits von SCHAFFNER und TRUELLE erhobene Befund der kom- 
plexen Natur des Kathepsins wird erneut bestatigt und dahingehend er 
weitert, da neben den von den oben erwahnten Autoren sichergestellten 
und als ,,gelatinespaltendes Enzym“ und ,,hamoglobinspaltendes Enzym‘‘ 
bezeichneten Teilfermenten des Kathepsins noch mindestens eine weitere 
Gewebsproteinase vergesellschaftet vorkommt, die ebenfalls zur Hamo 
globinspaltung befahigt ist und durch Cystein und Ascorbinsaure aktiviert, 
durch Cu” aber gehemmt wird. Die Hamoglobinhydrolyse ist also keines 
wegs nur auf eine der intrazellularen Proteinasen beschrankt und die Be 
zeichnung ,,hamoglobinspaltendes Enzym*‘ fiir das ANnsonsche Enzym 
seitens SCHAFFNER und TRUELLE zumindest ungliicklich gewahlt. Fiir das 
in Anlehnung an die ANsonsche Methodik mittels der Tyrosinbestimmung 
erfaBte Enzym wird daher die Bezeichnung ,,Kathepsin T“‘ vorgeschlagen. 

In Bestatigung und Erweiterung der Befunde von ANson und ScuArt 
NER und TRUELLE wird festgestellt, daB das Kathepsin T weder von 
Cystein, Blausaure, H,S und Ascorbinsaéure noch von Co’, Cu’, Fe” 
Mn” und Zn” in 4/999 molarer Konzentration beeinfluBt wird. Es wird eine 
Methode. zur weitgehenden Reinigung des Kathepsin T entwickelt. Die 
in einem giinstigen Fall erzielte Reinigung betrug das 1500fache eines 
waiBrigen Leberrohextraktes bei allerdings gleichzeitigem Verlust von 


93°, des Enzyms. 


. 


Literatur. 


[1] ScHAFFNER, A. u. M. TrueLiE: diese Z. 315, 391 (1943). - [2] WALD- 
scHMIpDT-Leitz, E., A. ScHAFFNER, J. J. BEK u. E. Bium: Z. physiol. Chem. 188, 
17 (1930).; WALDscumiDT-Le1Tz, E, u. A. Purr: ebenda 198, 260 (1931); WALD- 
scHMIDT-LeEITz, E. u. Mitarbeiter: ebenda 214, 75 (1933). — [3] MAScHMANN, E. 
u. E. Hetmert: Z. physiol. Chem. 216, 141 (1933); 219, 99 (1933); 222, 215 (1933); 
220, 199 (1933); 222, 207 (1933).—[4] Karner, P.u. F. ZEneENDER: Helv. chim 
Acta 16, 701 (1933); von Euter, H., P. Karner u. F. ZEHENDER: ebenda 17, 
157 (1934). -[5] Purr, A.: Biochemic. J. 27, 1703 (1933); 29, 5 (1935); 29, 13 
1935). —[6] MULLER, H.: Kathepsin, Dresden: Verlag M. Dittert & Co., 1940. —- 
[7] Anson, M.L.: J. gen. Physiol. (Am.) 20. 565 (1936); 22, 79 (1939). — [8] KLEIN- 
MANN, H.u. K. Stern: diese Z. 222, 31 (1930); 222, 84 (1930); KLEINMANN, H 
u. F. Wern: diese Z. 241, 108 (1931); 241, 140 (1931); 241, 181 (1931); Rona, P.u 
H. KLEINMANN: diese Z. 241, 283 (1931); 241, 316 (1931); KLEINMANN, H. u. 
G. Scuarr: diese Z. 251, 275 (1932). -[9] Anson, M. L.: J. gen. Physiol. (Am 
23, 695 (1940).—[10] Maver, M. E.: J. biol. Chemistry 131, 127 (1939). —[11] Ron- 
DONI, P. u. L. Pozzi: Z. physiol. Chem. 219, 22 (1933). — [12] Mactae, A. u. 
R. ScHoOENTAL: Mikrochemie 24, 250 (1938). —[13] GeERNGROss, Voss, HERFELD 
Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 435 (1933). — [14] Fonrn, O. u. V. Crocattev: J. biol. 
Chemistry 73, 627 (1927). 





Uber die Vertraglichkeit von synthetischem Fett aus 
Fettsduren mit 6-12 C-Atomen. 


III. Wachstumsversuche. 
Von 
H. Kraut, A. Weiscuer, R. Hiicen und G. Srumprr. 


Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie in Dortmund und aus 
dem Forschungslaboratorium des Treibstoffwerkes RheinpreuBen 
in Mors-Meerbeck.) 


Mit 9 Textabbildungen. 


( Eingegangen am 12. Dezember 1944.) 


Synthetisches Fett aus niedermolekularen Fettsauren besitzt hohe Spalt- 
barkeit durch Pankreaslipase, dazu gute Resorbierbarkeit und normale 
Verbrennung im intermediaren Stoffwechsel. Es erscheint daher lohnend, 
auch seine Vertraglichkeit zu priifen, von der seine Verwendbarkeit als 
Nahrungsmittel abhiangig ist. Die z. Zt. zu beschaffenden Mengen reich 
ten fiir eine eingehende Priifung, insbesondere bei Verwendung als mensch- 
liches Nahrungsmittel nicht aus. Wir haben daher eine vorlaufige Priifung 
an Ratten, Hunden und Schweinen, sowie einige Versuche an Menschen 
vorgenommen. Ihr giinstiges Ergebnis bedarf allerdings noch der Be- 
stitigung durch weitere umfangreichere Versuche, bevor eine endgiiltige 
Entscheidung iiber seine Verwendbarkeit als Nahrungsmittel gefallt wer 
den kann. Nach dem Vorbild von O. FLGssNEr [1] sind jahrelang dauernde 
Versuche, zum Teil an mehreren Generationen von Versuchstieren, not- 
wendig, um einen etwa durch dauernden Gebrauch entstehenden Schaden 
mit Sicherheit erkennen zu kénnen. Die Unbedenklichkeit des Verzehrs 
von synthetischem Fett mit héheren Fettsaéuren ist durch die umfassende 
und griindliche Untersuchung von O. FLOssNER erwiesen. Wir verweisen 
auf die inzwischen erfolgten Verdéffentlichungen von K. Tuomas, nach 
denen der Verzehr gréBerer Mengen von synthetischem Fett wegen seines 
Gehaltes an Fettsiuren mit verzweigter Kette doch gewissen Bedenken 
unterliegt. Unsere Versuche mit synthetischem Fett aus Fettsduren 
niedrigerer C-Atomzahl bilden eine Erganzung zu den FLOssNerschen, 
mit deren Ergebnis sie im allgemeinen tibereinstimmen. 

Als Test fiir die Vertraglichkeit verwenden wir in erster Linie die Wachs- 
tumsgeschwindigkeit von jungen Tieren, die eine fiir ihre GréBe erhebliche 


[1] Die Ernahrung 8, 89 (1943). 
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Menge des synthetischen Fettes erhalten. Die Darstellung des synthetischen 
Fettes ist in unserer 1. Mitteilung geschildert [1]. Bei den Hunden wurde 
in der ersten Versuchsreihe das synthetische Fett mit einem normalen 
Speisefett (Nierenfett) zu gleichen Teilen gemischt, da die Tiere so das 
ungewohnte synthetische Fett leichter aufnahmen. Zudem ist eine etwaige 
Verwendung als Nahrungsfett doch nur in Mischung mit anderen Fetten 
zu erwarten. Der Vorteil solcher Mischungen wird in der Herabsetzung 
des Schmelzpunktes und der Heraufsetzung der Spaltbarkeit bestehen, 
wodurch héhermolekulare Fette butterahnlicher gemacht werden kénnen. 

Die Vergleichstiere erhielten wie in unserer zweiten Untersuchung an 
Stelle des synthetischen Fettes dieselbe Menge eines pflanzlichen Fettes 
(Sojadl). 















A. Fiitterungsversuche an Ratten. 










1. Unterbringung und Erndhrung. Um die Nahrungsaufnahme genau 
kontrollieren zu kénnen, wire es zweckmaBiger gewesen, die Ratten in 
Einzelkafigen zu halten. Bei der langen Dauer der Versuche war dies aber 
nicht durchfiihrbar, weil die Ratten bei langdauernder Einzelhaft schlecht 
gedeihen. Wir hielten daher die Tiere abwechselnd je 2 Tage in Einzel- 
kafigen und 2 Tage in Sammelkafigen fiir 5-6 Ratten. Es konnte so der 
Appetit jedes Tieres kontrolliert werden, ohne daB die Belastung durch 








Einzelhaft das Versuchsergebnis storte. 

Als Futter (s. Tab. 1) erhielt jede Ratte taglich zwischen 9 und 10 Uhr « 
50 g Kartoffelbrei mit etwas Milch oder verdiinnter Fleischbriihe, 5 g . 
rohes Fleisch, 10 g rohes Gemiise (Salat, Méhren oder Spinat) und 2,7 g 







Tabelle 1. Zusammensetzung des Rattenfutters. 









Nahrstoff-Gehalt 
Menge Kalorien 








EiweiB 























Fleisch : 0,4 ~ 

Fett 7 2,7 : | | a 

Kartoffelbrei 50 — 7:9 1,3 | 57 

Gemiise 10 — | 0,4 rE 0,1 | 1 s 









lr ee | 2,4 | go 


des zu priifenden Fettes. Alle 14 Tage erhielt jede Ratte 3 ccm Lebertran. 
Diese Kost eignete sich besser zur Mischung mit Fett und wurde auch 









auf die Dauer besser aufgenommen, als die von uns anfangs in Anlehnung 
an die Versuche von G. KruLL [2] angewandte Kost, die aus Fischmehl, 
Weizenschrot, Maisschrot, Gelatine und Mineralsalzen bestand. 






[1] Diese Z. 316, 96 (1943). 
[2] Uber die Technik des Mineralstoffwechsels bei Ratten. Inaug.-Diss. Berlin 
1935. 
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AuBerlich war im Befinden der mit pflanzlichem und mit synthetischen 
Fett gefiitterten Tiere kein Unterschied zu bemerken. Nur neigten die mit 
Sojal gefiitterten Tiere zeitweise etwas mehr zu Ausschligen an Schwan 
und Ohren. 

Die FreBlust schien bei allen Versuchstieren annahernd gleich zu sein 
In den ersten 3 bis 4 Tagen stellten wir allerdings fest, daB die mit syntheti 
schem Fett gefiitterten Tiere das Futter langsamer und unvollstandige: 
aufnahmen. Auch hatten nach zwei vierzehntagigen Versuchspausen mit 
ausschlieBlicher Brot- und Mohrenfiitterung die Tiere rascher Appetit aut 
das mit Sojaél gemischte Futter. Durchschnittlich wurden etwa 95°, des 
Futters gefressen. Das synthetische Fett allein wurde von den Ratten auc! 
nach zweitagigem Hungern nicht aufgenommen, wihrend sie das Sojaé!| 
schon am ersten Tag ohne Zégern aufnahmen. Die Abneigung gegen das 
synthetische Fett bestand sowohl bei Proben, die noch etwas mit Oxysaure1 
verunreinigt waren und daher einen merklichen Beigeschmack hatten 
wie bei den reinen fiir den menschlichen Geschmack vollkommen ein 
wandfreien Proben. 

2. Wachstum. Zu den vier Versuchsreihen wurden insgesamt 85 Ratte: 
verwendet. Die 17 Tiere der ersten Reihe (weiBe Ratten) waren bei Ver 
suchsbeginn ungefahr 6 Monate alt. Zur zweiten Reihe wurden 12 jung: 
Ratten, die von 2 Tieren der ersten Reihe geworfen waren, im Alter von 
4 Wochen in den Versuch genommen. Aus jedem Wurf stammten 6 Ratten 
die gleichmaBig auf beide Fiitterungsgruppen verteilt wurden. Die dritt: 
Reihe bildeten 9g wei®e und 10 schwarzweiBe, aus einer Kreuzung von 
weiBen und wilden stammende Ratten, die sehr viel lebhafter als die rein 
weiBen Tiere waren. Die Tabelle 2 gibt eine Ubersicht iiber die Dauer de: 
Versuche und die Gewichtszunahme bei den drei Versuchsreihen. Di: 
Wagungen erfolgten wéchentlich. 


Tabelle 2. Wachstumsversuche mit Ratten. 





Anfangs- 


Fettart | Versuchsdauer gewicht gewicht zunahme 


| 
| 


g g in g 


End- | Gewichts 





synthet. Fett | 16.12.38—6.5.39 





Durchschnitt: 
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Tabelle 2 (Fortsetzung) 





Anfangs- End- Gewichts- 
Fettart Versuchsdauer gewicht gewicht zunahme 
g o ing 





sein. Sojaél 16.12.38-6.5.39 133 194 61 
139 182 43 

139 234 

166 246 

147 215 

151 234 

136 171 

a 140 205 
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Versuchsreihe lI. 


17 Tiere wurden vom 16. 12. 1938 bis 6. 5. 1939 im Versuch gehalte: 
Das durchschnittliche Anfangsgewicht der mit synthetischem Fett g: 
fiitterten Tiere (Ia) war 139 g, das der mit Soja6l gefiitterten (Ib) 144 ¢ 
Wahrend des Versuches nahmen erstere um 28 g, letztere um 66 g 71: 
Betrachtet man in Abbildung 1 die durchschnittliche Wachstumskur\: 
der Gruppen Ia und Ib, so fallt der unregelmaBige Verlauf auf, dessen 
Schwankungen aber bei bei 





27. 
ov 


| den Gruppen fast gleich- 
’ | | F sinnig sind. Von Mitte bis 
Ende Januar verloren fas: 
alle Tiere an Gewicht, wo- 


200 








bei die mit Sojaél gefiitterte: 





Tiere um 10 g abnahmen 
mit synthet. Fett gefithert wahrend die mit syntheti- 








schem Fett gefiitterten Tier 











fast das Ausgangsgewicht 
wieder erreichten. Von da 
ab war das Wachstum beider 














| 
6.39 
40 80 100 120 0 
Tage. ; 
Abb. 1. Durchschnittskurven des Wachstums der Ratten Gruppen ungefahr gleich- 


der Reihe I. maBig. Das Ergebnis, dai 

die mit dem synthetischen 

Fett gefiitterten Tiere im Wachstum zuriickbleiben, schien uns daher 

nicht geniigend gesichert, zumal die Ratten dieser Reihe bei Versuchs- 

beginn schon mehr als halbwiichsig waren, also nicht mehr sehr viel zu 
nehmen konnten. 





Versuchsreihe II. 


Wir verwendeten nunmehr 12 ganz junge Tiere aus zwei gleichmibiy 
auf beide Fettarten verteilten Wiirfen der Reihe I. Vier Wochen lang war 
das Wachstum aller 12 Tiere 
gleichmaBig und fast unab- 
hangig von der verfiitterten 
Fettart (s. Abb. 2), dann trat mit synthet. Fett gefittert 
bei allen Tieren eine Gewichts- 
abnahme ein, die wieder bei 
den mit synthetischem Fett FA 
gefiitterten (Ila) etwas starker Biud 
als bei den anderen (IIb) war. 
Leider muBte der Versuch aus 
auBeren Griinden abgebrochen 


werden. Ein Unterschied der a ee ee 
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beiden Fettarten hatte sich also bisher nur darin gezeigt, daB sich Ge 
wichtsriickgange bei den mit synthetischem Fett gefiitterten Ratten 










































halten stirker auswirkten. 
Ptt ox J 
Versuchsrethe III. 
144 x : : a ; ae 4 
Bei weiteren 19 Ratten forderte dagegen Sojadl (IIIb) das Wachstum 
rf Zu . - ‘ 2 os 
Ie wesentlich mehr als das synthetische Fett (II1a) (s. Abb. 3). Die Tiere der 
skury: ‘ ene: ‘ ; 
Gruppe IIIa nahmen in 9 Wochen durchschnitt- 5, 
dess« n ‘ s . ° “OU } 
=F lich von 55 auf 125 g, die der Gruppe IIIb g A 
i bei ; ae Xs tat J 
¥ dagegen auf 155 g¢ zu. Um die Griinde fir 140 mit Sojao/ gefitter? i 
gleich- > f sts : 7 
te das geringere Wachstum zu erfahren, wurden Ya 
e bis : : y 
fac folgende Beobachtungen bei den mit den bei- — ggg} # bank 
den Fettarten gefiitterten Gruppen angestellt: / YW 
It, Wwo- - ~ tnt ‘ PI inet ‘ b/ se | 
sees 1. Prifung der Lebhaftigkeit durch Registrie- gg |Z 
erter : : / 
i rung der Bewegungen, 2. Priifung der Gesund- / /\ 
en 2 q A - . : ¥ 
heit durch Sektion, 3. Vergleich des Zuwachses — 0 +e 
ntheti- : wibeoes ae 2 ilfa 
Ti an Fett, Eiweif und Mineralstoffen. WA 
ere : i ae : / 
Serict Priifung der Lebhaftigkeit: Zur Kontrolle oF t 
Wich . . ; ‘ . 
ie des Befindens der Versuchstiere registrierten be whe Fett getittert 
Ca . . ’ . . ‘ . . ~ 
erm wir emige Zeit ihre Bewegungen mit Hilfe 20. W0  b0lage 
eich. der Schwankungen eines an Gummibdndern app. 3. Durchschnittskurven 
> ~ - . “Gd . 
‘ shiinete of Yie Versuchs , - des Wachstums der Ratten 
i dab wufgehingten Kafigs. Die Versuchsanordnung der Reihe III. 






war folgende: 





ischen 





Ein Vogelbauer von 580 cm? Grundflache, 25 cm Héhe und 1080 g Gewicht 











































daher ie 

wurde auf einem 1 m langen und 12 cm breiten Brett befestigt, das seinerseits 
suchs- durch ein Ssharnier mit der Grundplatte verbunden war. Der Katig wurde durch 
el zu 
nabiy 
‘4 Wal 
i 
| 
a 
\ 
: 
g Abb. 4. Apparatur zur Registrierung der Bewegung. 
72. VL. 39 4 Gummiubander in der Schwebe_ gehalten und seine Bewegungen durch einen 
Tage Zeiger auf eine berufte Trommel iibertragen, die sich in 24 Stunden einmal um- 
: drehte (s. Abb. 4). Eine Metallscheibe, die in ein wassergefiilltes Becherglas ein- 
s 






tauchte, dimpfte die Schwingungen. 
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Zu jedem Versuch wurden 2 Ratten nebst Tagesfutter fiir 24 Stunde: 
in den Kafig gebracht. Um duBere Stérungen mdéglichst abzuhalten, 
wurde der Kafig mit schwarzem Papier bedeckt. Abb. 5 zeigt einige typi 
sche Bewegungskurven. Am Tage verhielten sich die Tiere meistens ruhig 
bei Nacht dagegen wurden sie lebhaft. Die Zahl der Ausschlige war bei 
beiden Gruppen ungefihr dieselbe. Die Bewegungen der 3 mit syntheti 
schem Fett gefiitterten Tiere (Gruppe II]a) waren im allgemeinen eh« 
kraftiger als die 3 der mit Sojaél gefiitterten Tiere (Gruppe IIb). Doc! 
ist der Unterschied nicht groB genug, um die Wachstumsunterschiede zu 
erklaren, Irgendeine Beeintrachtigung der Gesundheit durch die Fiitt: 
rung des synthetischen Fettes war aus den Bewegungskurven nicht zu ¢1 
kennen. 

Sektionsbefund. Herrn Prof. Dr. A.SZAKALL sind wir fiir die Durchfiih- 
rung der Sektion zu Dank verpflichtet. 

Wir geben im folgenden das Sektionsprotokoll und die Organgewicht 
je einer Ratte aus beiden Gruppen wieder. 

Nach dem Abbrechen der Versuche wurden 4 Ratten der mit syntheti 
schem Fett gefiitterten Gruppe IIIa und 5 der mit Sojadl gefiitterten 


Gruppe IIIb seziert. Bei keinem Organ konnte eine besondere Verinderunz 


festgestellt werden, die auf eine ungiinstige Wirkung des synthetischen 


Fettes hingedeutet hatte. 


Tabelle 3. Organgewichte je einer sezierten Ratte aus beiden Gruppen der Rethe 111, 





Gruppe IIla Gruppe IIIb 
synthetisches Fett Sojaél 





iSURRMIBOWCIN sss ee I RL ; g 163 

Lungen 

Herz 

Milz sed 

Leber + Pankreas 

Nieren (poe Ave eNece an Mono 

PE ah ak cd we a waa gs Te eee SS g 0,606 ¢ 

Lames URE. ok Moat ee : eg 0,30 g ¢inschl. 
q ; see Orbital- 

tett 

lanker Opersthenkel 305. 2 oe ee | 37 2 0,47 2 

Durchmesser des linken Oberschenkels. . 2,0 mm 2,2 mm 

TS ag eeasriae Aire ee Sacre RP Bere 27 mm 29 mm 


Sektio nstrotokol/, Die Ratten wurden durch KopfschuB getétet. Kérper-,und 
Knochenbau waren von normaler Beschatfenheit und zeigten fuBerlich keine 
Besonderheiten, Die Organgewichte sind in Tabelle 3 wiedergegeben, Die Fin 
ge weide der Brust- und Bauchhohle lagen an natiirlicher Stelle und waren ohne 
au Berlich sichtbare Veranderungen. Das Bauchfell war tiberall glatt und spiegelnd. 
Die Oberflache der Nieren war iberall glatt und spiegelnd, der Schnitt von schoko- 
ladebrauner Farbe mit deutlich sichtbarer Mark- und Rindenzeichnung. Da 
Netz war von graugelber Farbe. Oberflache der Milz glatt und spiegelnd, dic 
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Konsistenz fest, der Schnitt von rotbrauner Farbe. Die Leber war glatt, von 
fester Konsistenz und zeigte auf dem Schnitt braunliche Farbe. Das Herz hatte 
eine glatte Oberflache. Die Lungen waren normal lufthaltig und zeigten auf 
dem Schnitt grauweiBliche Farbe. 

Die mit synthetischem Fett gefiitterte Gruppe Iila unterschied sich von der 
Gruppe IIIb nur durch Ausbildung und Farbe des Bauch- und Achselfettes. Sie 
war bei IIIa nur sparlich entwickelt und allgemein von fast reinweiBer Farbe, 
wahrend sie bei IIIb reichlich entwickelt und von dunkelgelber bis brauner 
Farbe war. Nierenfettpolster und Orbitalfett war bei beiden Gruppen vollkommen 
gleich entwickelt. 

Zu bemerken ist noch, daB das reichlich Fett enthaltende Gewebe des Netzes 
bei den mit Sojadl gefiitterten Ratten im Durchschnitt 0,95 g wog, wahrend 
bei den mit synthetischem Fett gefiitterten Ratten 0,78 g im Durchschnitt fest 
gestellt wurde. 

Pathologische Organbefunde waren in keinem Fall zu erheben. Rachitis wurde 
nicht beobachtet. 

Von samtlichen sezierten Tieren wurden Schnitte aus Leber, Herz und Niere, 
von einigen auch Darmschnitte histologisch untersucht. Bei keinem Schnitt 
wurde ein pathologischer Befund festgestellt. 

Da die Lebern der mit synthetischem Fett gefiitterten Ratten auch bei Um- 
rechnung auf das Kérpergewicht etwas kleiner als die der anderen Tiere waren, 
untersuchten wir noch den Gehalt der Lebern an Leberesterase. Wir stellten aus 
den zerkleinerten Lebern beider Gruppen der Reihe III mit Aceton und Ather 
Trockenpulver her und extrahierten diese mit der 4ofachen Menge n/40 Ammo- 
niak. Der Leberesterasegehalt der Extrakte beider Gruppen war identisch, 
namlich 6,25 E.E. pro 1 g Trockensubstanz. 

Vergleich des Zuwachses an Fett, Eiwei®B und Mineralstoffen: Um zu 
erfahren, wie weit das Zuriickbleiben des Kérpergewichtes der mit syntheti- 
schem Fett gefiitterten Ratten auf mangelndes allgemeinesWachstum, und 
wie weit auf geringeren Fettansatz zuriickzufiihren war, bestimmten wir 
bei 15 Ratten der Reihe III (7 mit synthetischem Fett, 8 mit Sojadél ge- 
fiittert) das mit Ather extrahierbare Kérperfett und den EiweiSgehalt 
(s. Tab. 4). Trotz der groBen Streuung des Fettgehaltes ]aBt sich erkennen, 


Tabelle 4. Ezwezh-, Fett- und Aschegehalt der Ratten der Rethe 111. 

















i: , Gesamtgewicht Fett Eiweifs Asche 
Gruppe Ernahrungs- der Ratten i 
weise : és | 

ing x a ee Bk s | 
Illa _ | synthet. Fett 486 49,6 | 10,2 | 92,5 | 19,1 

413 16,1 | 3,9 66,5 ; 16,1 10,1 | 2,2 
IIIb Sojaél 658 92,4 | 14,0 | 118,3] 18,0 

669 | 60,2 | 9,0 | 114,7 | 17,1 12,8 | 1,9 








daB der prozentuale Fettgehalt der mit Sojaél gefiitterten Tiere wesentlich 
gr6Ber ist als der der mit synthetischem Fett gefiitterten Ratten; der Eiweif- 
gehalt dagegen ist bei beiden Gruppen prozentual derselbe. Der Asche- 
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gehalt der mit synthetischem Fett gefiitterten Ratten ist um ungefah: 
20°, hdher. Daraus geht hervor, daB die mit synthetischem Fett gefiitterten 
liere zwar einen erheblich geringeren Fettansatz haben als die mit Soja6! 
gefiitterten. Aber auch der EiweiBansatz der Gruppe IIIa bleibt hinter 
dem der Gruppe IIIb etwas zuriick. 


Versuchsreihe IV. 


Nachdem sich aus der eingehenden Untersuchung der Reihe III keiner 
lei Verdacht auf eine gesundheitliche Stérung durch die Fiitterung mit 
synthetischem Fett ergeben hatte, wurde ein letzter Versuch mit 37 Ratten 
ausgefiihrt, bei denen nicht nur das synthetische Fett und das Sojadl, son 
dern auBerdem noch Tripalmitin und Trilaurin verfiittert und schlieBlich 
eine weitere Gruppe vollig fettfrei ernahrt wurde. Dabei wurde tiglich 
eine genaue Kontrolle der verzehrten Nahrungsmengen vorgenommen 
und daraus der tagliche Kalorien- und EiweiBverbrauch errechnet. 

Die Tiere stammten aus einer Kreuzung zwischen schwarzen und weiben 
Ratten und wurden am 29. 8. 1940 im Alter von 4 Wochen in den Ver 
such genommen. Sie wogen zwischen 30 und 50 g und wurden gleichmiabig 
auf die fiinf Gruppen verteilt. Leider starben von der ersten Sendung in 
den ersten 14 Tagen des Versuches 20 Tiere, die am 11. 10. 1940 aus 
einer neuen Sendung erganzt wurden. Daher lieB sich nun kein gleich 
maBiges Anfangsgewicht der Gruppen mehr herstellen. 

Die Zeit vom 29. 8. bis 17. 9. wurde dazu verwendet, die FreBlust der Tiere 
zu ermitteln. 30 g Kartoffelbrei mit 5 g Fleisch, 10 g Mohren und 0,5 ccm Leber- 
tran wurden restlos aufgezehrt, von 40 g Kartoffelbrei blieb eine gréBere Menge 
iibrig. Der eigentliche Versuch wurde am 17.9. begonnen, von wo an zu der 
Grundnahrung taglich 2,7 g des zu priifenden Fettes zugegeben wurde.. Die Fre(3- 
lust lieB dataufhin erheblich nach, weshalb die Fettmenge am 25.9. auf 1,8 g 
herabgesetzt wurde. Auch jetzt wurde nur die fettfreie Nahrung restlos aufge- 
fressen, von den 4 Gruppen mit Fettzulage blieben taglich geringe Futtermengen 
iibrig, die zuriickgewogen wurden. Mit dem Heranwachsen steigerte sich die 
FreBlust der Tiere, so daB die fettfreie Gruppe ab 14.10. 40 g Kartoffelbrei er- 
hielt. Vom Dezember ab fraSen auch die anderen Tiere haufiger das gesamte 
Futter, so daB am 11. 1. 1941 auch fiir sie die Futtermenge auf 40 g Kartoffelbrei 
und 2,25 g Fett, fiir die fettfreie Gruppe auf 50 g Kartoffelbrei erhéht wurde. 
Von jetzt bis zum Ende des Versuches am 11. 3. 1941 wurden wieder regelmabig 
geringe Futtermengen von den Gruppen mit Fettzulage iibrig gelassen, wahrend 
das fettfreie Futter restlos verzehrt wurde. Zur Probe erhielten auch die anderen 
Gruppen gelegentlich fettfreies Futter. An diesen Tagen wurde regelmaBig das 
gesamte Futter aufgefressen. 


Die Abb. 6 gibt das Endergebnis der Versuchsreihe IV wieder. Die fett- 


freie Gruppe hat am meisten an Gewicht zugenommen (von 70 g auf 158 g), 
dann folgt in erheblichem Abstand die Trilauringruppe mit 79 g Zu- 
nahme, in noch weit gréBerem die drei anderen Gruppen mit 56 bis 62 g 
Zunahme. Die Gruppe, die eine Zulage von synthetischem Fett erhalten 
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hatte, steht in der Mitte zwischen der Sojaél- und der Palmitingruppe. 
Bei der Priifung der Lebhaftigkeit durch Registrierung der Bewegungen, 


die am SchluB der Versuchsreihe IV vorgenommen wurde, zeigten sich die 
fettfrei ernahrten schwersten Tiere am lebhaftesten, die mit Fett gefiitterten 
und im Wachstum zuriickgebliebenen Tiere waren weniger beweglich. 


Gruppel Grupoe I Gruppe ll Gruppelv GruppeV 
ohne Fett Sgaol synther. Fett Trilaurin Tripalmitin 


Abb. 6. Wachstum der Ratten der Reihe IV. 


I Anfangsgewicht am 11. 10. 40 

II Endgewicht am 11. 3. 41 

III je Tag aufgenommenes Futter in Gramm 
IV daselbe in Calorien 

V_ je Tag aufgenommenes Eiweif in Gramm. 


Die Versuchsreihe IV erklart die Unterschiede, die bei den ersten drei 
Reihen im Wachstum der Ratten bei Fiitterung mit verschiedenen Fett- 
arten festgestellt worden waren. Die Ratten haben eine Abneigung gegen 
jedes mit Fett versetzte Futter, so daB sie bei freier Wahl der Futtermenge 
vom fettfreien Futter am meisten aufnehmen und damit auch am besten 
gedeihen. Unter den Fettsorten fanden Trilaurin, Tripalmitin und Sojadél 
ungefahr dieselbe Ablehnung. Gegen das synthetische Fett bestand eine 
noch etwas gréBere Abneigung. Den allgemeinen Widerwillen gegen Fett 
zeigt auch folgende Beobachtung. Wir mischten anfangs Tripalmitin und 
Trilaurin in gepulvertem Zustand unter das fertige Futter, bis wir fanden, 
da8 regelmaBig die gréberen Teile des Tripalmitins unverzehrt zuriick- 
blieben. Von da ab wurden beide Fette geschmolzen und gleichmaBig im 
Futter verteilt. 

Aus den ersten beiden Versuchsreihen ist zu schlieBen, daB in Zeiten 
eines allgemeinen Wachstumsriickganges der Widerwille gegen das syn- 
thetische Fett sich noch starker als sonst bemerkbar macht. 


VERSHTY OF M 
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Die eingehende Priifung der Tiere der Versuchsreihe III hatte keinerle’ 
Anzeichen fiir irgendwelche schadlichen Folgen der Verfiitterung von 
synthetischem Fett an Ratten ergeben. Der Widerwille der Ratten gege: 
jedes fetthaltige Futter und besonders gegen synthetisches Fett mit Fett 
sauren niederer Kettenlinge zeigt aber, daB der Wachstumsversuch an 
jungen Ratten nicht als Test fiir die Vertraglichkeit des synthetischen 
Fettes geeignet ist. 


B. Fiitterungsversuche mit Hunden. 


1. Auswahl, Unterbringung und Erndhrung. Die erste Versuchsreih 
wurde am 14. 12. 1938 mit 2 mannlichen Schaferhunden guter Rasse aus 
demselben Wurf, geb. 2. 9. 1938, begonnen, von denen der eine (Ciisar 
synthetisches Fett, der andere (Castor) Sojaél als Zulage erhielt. Am 
23. 1.1939 wurde ein weiterer Schaferhund (Roland) derselben Gril 
und ungefahr desselben Alters in den Versuch genommen und mit syntheti 
schem Fett gefiittert, vom 6. 3. an ein entsprechender Schaferhund (Rolf) 
mit Sojadl. 

Da der Versuchsverlauf ergab, daB nur Hunde desselben Wurfes von 
guter Rasse exakt miteinander vergleichbar sind, wurde am 13. 2. 194¢ 
eine Versuchsreihe II mit einem Wurf von 4 weiblichen Airedale-Terriern 
guter Rasse angesetzt, die am 4. 12. 1939 geboren waren. 

Die 4 Hunde derselben Reihe waren in einem geraumigen Stall unte: 
gebracht, der einen 4 4 m groBen Auslauf ins Freie und Einzelboxen zu 
getrennter Fiitterung enthielt. Abgesehen von den Mahlzeiten waren dic 
Hunde stets beisammen. Im Winter wurden die Stille maBig geheizt. Jeden 
Morgen wurden die Stille griindlich gereinigt und die Hunde gebiirstet. 
Alle 14 Tage wurden die Hunde gebadet. Bei gutem Wetter wurden six 
i~2 Stunden ausgefiihrt. Ofters wurden Wurmkuren mit Valutintabletten 
vorgenommen. 

Die Fiitterung erfolgte stets zur gleichen Zeit, wozu die Hunde in di 
Einzelboxen gebracht wurden. 

Fiitterung der Reihe I: Um 8 Uhr erhielt jeder Hund zo ccm Lebertran und 
100 g Hundekuchen, um 12 Uhr die Hauptmahlzeit, bestehend aus 240 g Grau- 
pen, 400 g Fleisch, davon 350g gekocht, 50g roh, 50g Knochen, 2 Teeldftel 
Vitakalk, 15 g Nierenfett. Um 16 Uhr erhielten sie 400 ccm rohe Vollmilch. 


Die dem Futter zugesetzte Fettmenge wurde langsam gesteigert. Vom 2. 1. 1939 
bis 21. 1. 1939 erhielt jeder Hund eine Zulage von 10 g synthetischem Fett bzw. 
Sojaél, vom 22. 1. bis 25. 1. 15 g und vom 26. 1. bis 5. 6. 1939 25 g. 


Vom 6. 6. 1939 bis 31. 12. 1939 wurde der Versuch unterbrochen; dic 
Hunde Rolf und Roland wurden getétet und seziert, die anderen erhielten 
Normalfutter. Vom 1.1. 1940 bis Juli 1940 wurde der Versuch mit den 
Hunden Casar und Castor fortgesetzt. Beide erhielten: 
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30 g synthetisches Fett, 240 g Graupen, 300 g Fleisch, 2 Teeléffel Vitakalk. 
Casar wurde am 16. 7. 1940 getétet und seziert, der Hund Castor am 
19. 7. 1940. Ciisar war also im ersten Halbjahr 1939 und im ersten Halb- 


jahr 1940 mit synthetischem Fett gefiittert worden, Castor nur im ersten 


Halbjahr 1940. 

Die Hunde der Versuchsreihe II wurden, da sie in Einzelboxen schlecht 
fraBen, in Gruppen von je 2 gemeinsam gefiittert. Jeder Hund erhielt: 

10 g Lebertran, 500 ccm rohe Magermilch, 125 g Fleisch, teils roh,teils gekocht, 
go g Graupen, 14 Teeléffel Vitakalk, 5 Hundekuchen von ca. 100 g, dazu 
vom 13. 2. bis 26. 2. 90g Graupen, vom 27. 2. bis 5. 3. 140 g Graupen, ab 6. 3. 
180 g Graupen. 

Die Zulage bestand vom 13. 2. bis 3. 6. aus 18 g Fett, vom 4. 6. bis 3. 9. aus 
27 g Fett und vom 4. 9. bis 26. 9. aus 36 g Fett pro Tag, und zwar bei Fee und 
Ferra aus synthetischem Fett, bei Frigga und Foggi aus Sojadl. 


A} 


Das Futter, das mit Absicht reichlich bemessen war, wurde nicht immer 


vollstindig, aber mindestens zu */, aufgefressen. Der nicht verzehrte Rest 
wurde um 16 Uhr herausgenommen. Zwischen den mit synthetischem Fett 
und den mit Sojaol gefiitterten Gruppen war kein erheblicher Unterschied. 


g fraBen die mit synthetischem Fett 


Nur bei den gr6Bten Zulagen von 40 
gefiitterten Hunde etwas weniger. 
2. Wachstum., Die Wagungen wurden alle 8 Tage vorgenommen. Die 


Abb. 7 gibt das Wachstum der Versuchsreihe I wieder. Ein direkter Ver- 
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Abb. 7. Wachstum der Hunde der Reihe I. 
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gleich ist nur bei den Rassehunden desselben Wurfes méglich, also bei 
Casar [a) synthetisches Fett} und Castor [b) Sojadl], da bei den anderen 
die kérperlichen Verhiltnisse zu ungleich sind. Die Kurven gleichen sich 
so sehr. daB eine Beeintraichtigung des Wachstums durch das synthetische 
Fett mit Sicherheit ausgeschlossen werden kann. 
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Die Gewichtszunahme der Hunde Roland [c) synthetisches Fett] und 
Rolf [d) Soja6l] entsprach ungefahr derjenigen der gleichaltrigen Hund 
Ciisar und Castor. 

Nach Abschlu®B der ersten Versuchsperiode wurden die Hunde Casar 
und Castor etwa 4% Jahr normal, aber infolge der Beschaffungsschwierig- 
keiten knapp gefiittert. Sie nahmen in dieser Zeit erheblich an Gewicht 
ab: Casar von 24,9 kg auf 20,7 kg, Castor von 23,0 kg auf 21,9 kg. Vom 
20. 2.1940 bis zum 16. bzw. 19. 7. 1940 wurden die beiden Hunde mit 
synthetischem Fett gefiittert und anschlieBend seziert. Caisar nahm in 
dieser Zeit auf 22,4 kg zu, Castor blieb ungefahr auf dem Gewicht vom 
kebruar (21,4 kg). 

Das Wachstum der Versuchsreihe II zeigt Abb. 8. Der Versuch begann 
am 21. 2.1941. 3 Hunde wogen zwischen 4,o und 4,5 kg. Der 4. Hund 
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Abb. 8. Wachstum der Hunde der Reihe II. 





war mit 5,1 kg an der Spitze und behielt das stirkere Wachstum bis zum 
Ende des Versuches am 26. 8. 1941 bei. Im Verlauf der Wachstumskurven 
ist zwischen den mit synthetischem Fett und den mit Soja6l gefiitterten 
Gruppen kein Unterschied zu erkennen. 

Die Hunde verhalten sich also wesentlich anders als die Ratten. Sie 


zeigen fast keinen Widerwillen gegen die mit dem synthetischen Fett ver- 
setzte Nahrung und daher auch keinerlei Unterschied im Wachstum bei 
Fiitterung mit verschiedenen Fettarten. 


3. Sektion und Untersuchung des Korperfettes. Um zu ermitteln, ob 
durch den Verzehr des synthetischen Fettes gesundheitliche Stérungen 
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bei den Hunden eingetreten seien, wurden die 4 Hunde der Reihe I seziert 
und zwar die Hunde Roland und Rolf im Juni 1939, Casar und Castor im 
Juli 1940. Diese beiden Hunde hatten neuerdings ein halbes Jahr lang die 
ubliche Versuchsnahrung mit Zulage von tiglich 30 g synthetischem 
Fett erhalten. 

Die Sektion der Hunde Roland (mit synthetischem Fett gefiittert) und 
Rolf (mit Soja6l gefiittert) lie3 keine Unterschiede zwischen den beiden 
Fiitterungsarten erkennen. Das Fett beider Tiere wurde méglichst voll 
standig herauspriipariert (sie wiesen beide sehr geringen Fettansatz auf) 
und auf seine Eigenschaften untersucht. 

Aus Tab. 5 geht die fast vollstindige Ubereinstimmung des Fettes der 


mit beiden Fettarten gefiitterten Tiere hervor. Vor allem zeigt sich, dab 


Tabelle 5. Ligenschaften des Korperfettes der Hunde. 











| Bauchfett | Nierenfett 
Hund Roland Rolf Roland Rolf 
Fiitterungsart | synthet. Fett Sojaél | synthet. Fett Sojaél 
schmelzpunkt ... . | 38-40 38-41 | 39-41 39-41 
Verseifungszahl | 191 195 | 195 194 
RNMEREE 32 ie See 61 57 | 60 68 
Jodzahl der Fettsaure . | 58 60 | 55 } 56 
Mittleres Mol-Gewicht | | 
der Fettsiiuren . . . 294 287 | 267 | 261 





von den niederen Fettsaiuren keine merklichen Mengen in das Korperfett 
eingebaut worden sind. Um dies noch sicherer zu beweisen, wurde ein Teil 
des Fettes beider Tiere mit Kalilauge hydrolysiert, die Fettsauren mit 
Schwefelsiure in Freiheit gesetzt, ausgedithert und nach Abdampfen des 
Athers destilliert. Bis zur Olbadtemperatur von 180° ging im Wasserstrahl- 
vakuum nichts iiber, obwohl hier schon der Siedepunkt der héchstsiedenden 
Komponente des synthetischen Fettes erreicht war (Siedepunkt der Laurin- 
saure = 175° bei 15 mm Druck). Als bei ungefahr 230° die ersten Anteile 
unter Braunfairbung tibergingen, erstarrten sie beim Eintritt in den Kihler 
sofort. Sie enthielten also keine niedrig schmelzenden Anteile. 

Die Sektion der Hunde Cisar und Castor wurde besonders sorgfiltig 
vorgenommen, um auch geringe Anzeichen einer durch das Fett hervor- 
gerufenen pathologischen Verainderung erkennen zu k6énnen. Herr Dr. 
HomPetscH vom Pathologischen Institut der Stadtischen Kranken- 
anstalten in Dortmund hatte die Freundlichkeit, die Sektion durchzufiihren 
und uns folgenden Befund zu iibergeben: 

Hund Caesar (22 Monate alt) seziert am 16.7. 1940. Leiche eines 22,4 kg 
schweren mannlichen Schaferhundes in gutem Wachstums- und Ernahrungs- 


zustand, Haarkleid normal. Auferlich keine Besonderheiten. Bauchhohle: 
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Unterhautfettgewebe ganz gering entwickelt. Bauchfell tiberall glatt und spie 
gelnd. In der Bauchhohle kein fremder Inhalt. Das Fettgewebe des Nierenlagers 
und im Bereich der Psoas-Muskulatur ist sehr gering entwickelt. — Zwerchfell- 
stand beiderseits 7. Rippe. — Milz: Gewicht 55,5 g. Oberflache gerunzelt; zeigt 
an einer Stelle in Ausdehnung von etwa 3:2 cm stecknadelkopfgroBe flache, gelb- 
liche Auflagerungen. Im Bereich dieses Bezirkes ist das Netz in geringer Aus- 
dehnung mit der Milzkapsel verwachsen. Konsistenz fest. Auf Schnitt von rot 
brauner Farbe. Deutliche Balkchenzeichnung. — Nebennieren: Auf Schnitt 
deutliche Markrindenzeichnung. — Linke Niere: Lange 7,5 cm, Gewicht 61,5 ¢. 
Faserkapsel maBig gut abziehbar. Auf der Oberflache zerstreut finden sich 
mehrere iiber stecknadelkopfgroBe gelbliche Bezirke. Auf Schnitt von schoko- 
ladebrauner Farbe deutliche Markrindenzeichnung. Nierenbeckenschleimhaut 
glatt. - Rechte Niere: Lange 7,2 cm, Gewicht 67,0 g. Oberflache glatt, zeigt 
mehrere tiber stecknadelkopfgroBbe gelbliche Bezirke. Auf Schnitt wie linke 
Niere. — Beckenorgane: Ohne besondere Merkmale. — Magen: Stark gebliht 
enthalt sehr reichlich griingelblichen Speisebrei, Schleimhaut grau_ weibBlich, 
zeigt deutliche Faltenbildung, Ein- und Ausgang normal durchgangig. — Zwdlf- 
fingerdarm: Ohne Besonderheiten. — Gallenwege: Gut durchgingig. Gallen- 
blase prall gefillt mit gelbbrauner, fadenziehender Flissigkeit. Schleimhaut 
zeigt deutliche Gitterzeichnung. — Pankreas: Gewicht 65 g. Die Schnittflache 
zeigt deutliche Lappchenzeichnung. — Leber: Gewicht 800 g. Oberfliche glatt, 
Konsistenz fest. Auf Schnitt von braunlicher Farbe, deutliche Lippchenzeich- 
nung. — Diinn- und Dickdarm: Stellenweise finden sich geringe Verwachsungen 


der Darmschlingen mit dem Bauchwandbauchfell. Im ganzen Diinndarm sind 
die lymphalischen Follikel stark ausgebildet. — Brusthéhle: Rippenknorpel leicht 
schneidbar. Lungen beiderseits gut zuriickgesunken, frei beweglich. In der 


Brusthohle kein fremder Inhalt. Herzbeutel ohne Besonderheiten. — Herz: Mabe: 
8:9:4cm. Oberflache glatt mit wenig Fettgewebe bedeckt; in den Herzhohlen 
reichlich fliissiges dunkelrotes Blut. Lungenschlagader, groBbe Korperschlagadet 
sowie ihre Klappen ohne Besonderheiten. Herzkammern sind normal weit; zwei- 
und dreizipfelige Klappen sind ohne Besonderheiten. Die Dicke der linken 
Kammerwand 1cm. Herzfleisch auf Schnitt von gleichmabig rotbrauner 
Farbe. — Lungen: Oberflache zeigt auf allen Lappen hier und da leicht erhabene, 
liber stecknadelkopfgroBe, gelbliche, leicht verdichtete Bezirke. Die Konsistenz 
ist gut lufthaltig. Auf Schnitt ist die Lunge von dunkelgrauroter Farbe. Von dei 
Schnittflache laBt sich wenig lufthaltiger Gewebesaft abstreifen. — Augenhodhlen- 
fett: mabig entwickelt. 

Hund Castor (22 Monate alt), seziert am 19. 7. 1940. Schaferhund 21,4 kg Ge- 
wicht, mannlich, Haarkleid normal entwickelt, d4uBerlich zeigt der Hund keine 
Besonderheiten. Farbe der angeschnittenen Muskulatur braunrot. Unterhaut- 
fettgewebe schwach entwickelt. — Bauchhohle: Das fettarme grobe Netz bedeckt 
schirzenférmig die regelrecht gelagerten Darmschlingen. Bauchfell iiberall glatt 
und spiegelnd. In der Bauchhohle kein fremder Inhalt. Das Fettgewebe im Be- 
reich der Psoasmuskulatur ist gering entwickelt. - Zwerchfellstand: Beiderseits 
9. Rippe. — Brusthéhle: Rippenknorpel leicht schneidbar. Brustbeininnenflache 
glatt. Lungen beiderseits gut zuriickgesunken, frei beweglich. In den Brust- 
hohlen kein fremder Inhalt. Herzbeutel: Innenauskleidung zart und glatt, ent- 
halt etwas gelbliche Flissigkeit. - Herz: Lange 7 cm, Breite 8,5 cm, Héhe 4,15 cm. 
Oberflache glatt, mit wenig Fettgewebe bedeckt. In den Herzhoéhlen reichlich 
fltissiges, dunkelrotes Blut. Lungenschlagader und grobe Kérperschlagadet 
sowie deren Klappen und Innenhaut ohne Besonderheit. Samtliche Herzoft- 
nungen sind normal durchgangig. Zwei- und dreizipfelige Klappe ohne Beson- 
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derheiten. Dicke der linken Kammerwand 1 cm. Herzfleisch auf Schnitt von 
gleichmaBig dunkelbraunroter Farbe. - Linke Lunge: Oberflache glatt, unter 
der Oberflache des Unterlappens befinden sich einige iiber reiskorngroBe, leicht 
erhobene, verdichtete Bezirke, die in ihrer Mitte einen stecknadelkopfgroBen 
gelben Bezirk zeigen. Konsistenz der Lunge: gut lufthaltig, auf Schnitt von 
grauroter Farbe, maBig lufthaltiger Gewebssaft abstreifbar. —- Rechte Lunge: 
Im wesentlichen wie linke Lunge. — Halsorgane: Zunge, Speiseréhre und Luft- 
réhre ohne Besonderheiten. — Milz: Gewicht 67 g. Oberflache gerunzelt, Konsi- 
stenz fest, auf Schnitt von rotbrauner Farbe, deutliche Balkchenzeichnung. — 
Nebennieren: Gestalt und Lage regelrecht. Auf Schnitt deutliche Markrinden- 
zeichnung. — Linke Niere: Lange 7,5 cm, Gewicht 74 g. Faserkapsel gut abzieh- 
bar, Oberflache glatt, von dunkelbraunroter Farbe. Auf Schnitt von gleicher 
Farbe, deutliche Markrindenzeichnung. Nierenbeckenschleimhaut glatt. - Rechte 
Niere: Lange 7,3 cm, Gewicht 70 g. Faserkapsel gut abziehbar, Oberflache glatt; 
zeigt mehrere tiber stecknadelkopfgroBe gelbliche Bezirke. Auf Schnitt von dun- 
kelbraunroter Farbe, deutliche Markrindenzeichnung. Nierenbeckenschleim- 
haut glatt. - Beckenorgane: Harnblase usw. ohne Besonderheiten. — Magen: 
Stark geblaht, enthalt reichlich grobe Speisebrocken. Schleimhaut grauweiBlich, 
zeigt deutliche Faltenbildung. Ein- und Ausgang normal durchgangig. - Zwolf- 
fingerdarm: Ohne Besonderheiten. — Gallenblase: MaBig gefiillt mit fadenziehen- 
der gelblicher Fliissigkeit; Schleimhaut zeigt deutliche Gitterzeichnung. -— 
Bauchspeicheldriise: Gewicht 60g, ‘auf Schnitt von braunroter Farbe. Sonst 
o. B. — Leber: Gewicht 870 g. Oberflache glatt, Konsistenz: fest, auf Schnitt von 
dunkelbraunroter Farbe, deutliche Lappchenzeichnung. — Diinn- und Dickdarm: 
Im Diinndarm ist das lymphalische Gewebe stark ausgebildet. — Orbitalfett: 
maBig entwickelt. 

Der Sektionsbefund ergibt, da® die Fiitterung mit synthetischem Fett 
keine feststellbare Veranderung pathologischer Art bei den beiden Hunden 
hervorgerufen hatte. 


C, Fiitterungsversuche mit Schweinen. 

Aus zwei Griinden erschien es zweckmaBig, Fiitterungsversuche mit 
Schweinen vorzunehmen, 1. weil Schweine in bezug auf die Fiitterung 
wesentlich empfindlicher als Hunde sind, 2. weil durch die groBe Ablage- 
rung von Fett die Aussicht bestand, iiber das Schicksal des verfiitterten 
synthetischen Fettes etwas zu erfahren. 

1. Unterbringung und Erndhrung. 4 weibliche Ferkel desselben Wurfes 
wurden im Alter von 8 Wochen am 29. 1. 1940 in den Versuch genommen. 
Sie wurden paarweise in zwei Stallen von je 1,3 x 4 m Grundflache unter- 
gebracht und bei guter Witterung morgens einige Stunden gemeinsam in 
den 4 x 4 m groBen unbedeckten Auslauf gelassen. Im Alter von 3 Mo- 
naten zeigten alle Tiere Anzeichen von Rachitis, die nach Behandlung mit 
Vigantol nach 14 Tagen vermindert, nach 3 Wochen verschwunden waren. 
Am 29. 7. 1940 starb das eine mit Sojaél gefiitterte Schwein an Rotlauf. 
Die drei anderen wurden sofort mit Rotlaufserum subkutan geimpft und 
die Stalle griindlich desinfiziert. Nach 14 Tagen wurde die Impfung wieder- 
holt. Weitere Erkrankungen traten bis zur Schlachtung am 4. 10. 1940 
nicht mehr auf. 
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Die Tiere wurden taglich dreimal gefiittert. Sie erhielten je 24% Liter Mager- 
milch und 30 g Futterkalk, dazu steigende Mengen von Kartoffelflocken (375 bis 
600 g) oder die entsprechende Menge Kartoffeln und Gersten- oder Kleieschrot 
(500-1500 g). 

Als Zulage wurde gegeben vom 29. 1. bis 5. 2. nichts, vom 6. 2. bis 12. 2. 40 ¢ 
Ol, vom 12, 2. bis 20. 8. 70 g Ol, vom 21. 8. bis 5. 9. 95 g Ol, vom 6. 9. bis 16. 9. 
110 g Ol und vom 17. 9. bis 3. 10. 135 g OL., und zwar den Schweinen 1 und 2 
Soja6l, den Schweinen 3 und 4 synthetisches Fett. 


Ein Unterschied der FreBlust zwischen den beiden Gruppen wurde auch 
bei den gréBten Fettmengen nicht beobachtet. Sie fraBen, von wenigen 
Tagen abgesehen, das gebotene Futter restlos auf. 


Tabelle 6. Gewichtszunahme der Schweine in kg. 





Nr. des 
Schwei- 
nes 


Fitterungs- Gewicht Gewicht pee ae Gewicht Penh Schlacht- 
art am 1.2. am 15.7. am 4. 10. gewicht 





Sojadl 13,0 98,9 85,9 
‘iy 11,1 eo See 4 90,0 141,3 
synthet. Fett; 14,6 | 115,7 101,401: 163 
12,6 96,8 84,2 142,7 
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2. Wachstum. Die Schweine wurden jede Woche gewogen. Die Tabelle 6 
zeigt die Gewichtszunahme der 4 Schweine vom 1. 2. bis zum Tod des 
Schweines Nr. 1 am 29. 7. und der 3 anderen bis zur Schlachtung am 
4.10. Den Wachstumsverlauf der Schweine gibt Abb. 9 wieder. Es zeigt 





yer- 
bis 


rot 


sht- 
sht 


\ 
ih 


ES 








3X40 
7A 21 
240 Tage 


e 6 
les 
im 
igt 








Uber die Vertraglichkeit von synthetischem Fett. 491 


sich, daB das Schwein mit dem héchsten Anfangsgewicht auch weiter an 
der Spitze bleibt. Im iibrigen ist die Gewichtszunahme bei allen 4 Schwei- 
nen so gleichmaBig, daB eine Beeintrachtigung des Wachstums durch das 
synthetische Fett mit Sicherheit ausgeschlossen werden kann. 

3. Sektion und Untersuchung des Korperfettes. Die Schlachtung der 
Schweine Nr. 2-4 wurde am 4. 10. 1940 in Gegenwart des Herrn Veterinar- 
rats Dr. MEYER vom Stadtischen Schlachthof in Dortmund vorgenommen, 
dem wir fiir seine Mitwirkung auch an dieser Stelle bestens danken. Sein 
Urteil ging dahin, daB bei den mit Soja6l und mit synthetischem Fett ge- 
fiitterten Schweinen Organe, Eingeweide und Knochenbau gleich ent- 
wickelt und keine krankhaften Erscheinungen festzustellen waren. 

Die Verteilung des Fettes zeigte ebenfalls keine Besonderheiten. Das 
fetteste Schwein Nr. 3 hatte auch den héchsten Fettgehalt im Muskel- 
fleisch, namlich 8%, wahrend die Atherextraktion der Muskeln bei Nr. 2 
und 4 gleichmaBig 3°, Fett ergab. Die inneren Organe dagegen waren 
bei Nr. 3 etwas weniger fettreich als bei Nr. 2 und 4. 

Dagegen brachte die chemische Untersuchung des Schlachtfettes ein 
interessantes Ergebnis. Es wurden die Jodzahlen von Riickenspeck, Darm- 
fett und Bauchdeckenfett der 3 Schweine bestimmt, sodann das Fett mit 
alkoholischer Kalilauge verseift. Aus der alkalischen Lésung der Fett- 
séuren wurde durch Ather nichts extrahiert. Es waren also keine unverseif- 
baren atherléslichen Bestandteile vorhanden. Nach dem Ansauern mit 
Schwefelsiure wurden die Fettsiuren durch Atherextraktion gewonnen 
und auf Jodzahl und Saurezahl untersucht. Aus der letzteren wurde das 
durchschnittliche Molekulargewicht der Fettsiuren berechnet. Die Er- 
gebnisse sind in Tabelle 7 zusammengestellt. 

Wie zu erwarten, wirkt sich der hohe Gehalt des Sojaéles an ungesattig- 
ten Sauren in der héheren Jodzahl von Riickenspeck und Darmfett des mit 


Tabelle 7. Untersuchung des Korperfettes der Schweine. 


























4 Z a Isolierte Fettsauren 

“8 des verfiitt.|  Fettprobe biegony - nates set | 
=] = . al | 

Z 3 Fettes Saurezahl ieiataie Jodzahl 

2 | pflanzl. |Riickenspeck| 198,5 199,5 | 204 | 205 274 | 273 | 65,5] 65,8 
3 | synthet. * 198,0 204,0 | 203,5 | 204,5 | 276 | 274 | 56,6] 57,4 
4 | synthet. sy 188,0 191,5 | 188 189 298 | 296 | 51,5] 52,5 
2 pflanzl. Darmfett | 185,0 189,0 | 199 202,5 | 282 | 277 | 64,0} 64,4 
3 | synthet. si 194,0 194,5 | 198,5 | 199 | 282 | 281 | 51,8] 52,2 
4 | synthet. a 194,8 197,2 | 198 206 283 | 272 | 50,1| 50,4 
2 pflanzl. Bauch- 191,5 192,0 | 198 200 283 | 280 | 49,5} 49,8 
3 | synthet. decken- 191,0 192,0} 198 | 201 283 | 279 | 49,9| 49,6 
4 | synthet. fett 192,0 192,5 | 200 201 280 | 279 | 43,8] 44,6 
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Sojaél gefiitterten Schweines aus. Das Bauchdeckenfett besitzt bei allen 
3 Schweinen etwas geringere Jodzahlen, in denen kein Unterschied der 
verschieden gefiitterten Tiere mehr erkennbar ist. Sehr wichtig ist die weit- 
gehende Ubereinstimmung der Molekulargewichte der Fettsduren aller 
3 Schweine. Die erheblichen Mengen von niedermolekularen Fettsauren, 
die von den mit synthetischem Fett gefiitterten Tieren aufgenommen wur 
den — insbesondere in den letzten Wochen vor der Schlachtung -, haben 
also nicht zu einer Einlagerung von niedermolekularen Fettsaiuren in das 
K6érperfett gefiihrt. Nach dem Molekulargewicht (zwischen 270-290) be- 
steht das Kérperfett aller 3 Schweine aus Fettsauren von 16 bis 18 C-Atomen. 
Die niedermolekularen Fettséuren werden also entweder sogleich nach der 
Resorption verbrannt oder in andere Verbindungen — hdhere Fettsauren 
oder Kohlehydrate — umgewandelt. 

Um so auffallender ist es, daB das Kérperfett der mit synthetischem Fett 
gefiitterten Tiere einen Beigeschmack besaB, der mit dem unverkennbaren 
Geschmack des verwendeten synthetischen Fetts selbst iibereinstimmte, 
und den wir auf eine geringe Verunreinigung mit Oxysiéuren zuriick. 
gefiihrt hatten [1]. Der Beigeschmack war so stark, daB die Mehrzah! 
der Personen, welche mit dem Fett unserer Schweine hergestellte Speisen 
genossen, richtig angeben konnten, ob das Fett von den mit Sojadl oder 
von den mit synthetischem Fett gefiitterten Schweinen stammte. ‘Wenn 
man annimmt, daB der Beigeschmack wirklich von den verfiitterten Oxy- 
sauren herriihrt, so wiirde sich hieraus ergeben, daB die schon teilweise 
oxydierten Fettsiuren nicht etwa einem rascheren Abbau_ unterliegen 
als die einfachen Carbonséuren, sondern im Gegenteil in dem K6rperfett 
abgelagert werden. 


D. Kostproben bei Verwendung als menschliches Nahrungsmittel. 

Die vorhandene Menge des synthetischen Fettes reichte, wie erwahnt, 
nicht aus, um systematische Versuche iiber seine Eignung als mensch- 
liches Nahrungsmittel auszufiihren. So beschrankten sich unsere Proben 
hauptsachlich auf geschmackliche und kiichentechnische Vorversuche, 
mit denen nur eine erste Orientierung iiber die Bekémmlichkeit ver- 
bunden war. 

Die Entfernung der Keto- und Oxysiauren, von denen die Fettsduren be! 
der FiscHER-Tropscu-Synthese begleitet werden, mu8 mit groBer Sorg- 
falt vorgenommen werden. Selbst geringe Spuren der nach der Hydrierung 
allein noch vorhandenen Oxysauren verleihen dem Fett einen penetranten 
Geschmack und bewirken ein linger anhaltendes Kratzen im Hals, wo- 
durch empfindlichen Personen der GenuB mit solchem Fett hergestellter 
Speisen unmdglich gemacht wird. Das reine, véllig geschmackfreie Fett 


[1] Kraut, H., A. Weiscner u. R. Hiicer: diese Z. 316, 96 (1943). 
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eignete sich zum Kochen, Braten und Backen und wurde von ungefahr 
30 Personen, die wiederholt die damit hergestellten Speisen genossen, ohne 
Beschwerden vertragen. Dabei wurde das synthetische Fett stets als ein- 
ziges Speisefett verwendet, wahrend seine praktische Verwendung sicher 
nur in Mischung mit anteilmaBig iiberwiegenden Mengen anderer Speise- 


fette zu erwarten ist. 
Zusammenfassung. 


1. Synthetisches Fett aus Fettsauren mit 6-12 C-Atomen Kettenlange 
wurde an Ratten, Hunde und Schweine verfiittert. Als Vergleich wurde 
dieselbe Menge Sojaél gegeben. 

2. Junge Ratten zeigten bei Fiitterung mit synthetischem Fett meist 
etwas geringeres Wachstum als bei Fiitterung mit Sojaél. Gesundheitliche 
Stérungen konnten weder durch Untersuchung der Lebhaftigkeit noch 
durch Sektion nachgewiesen werden. Das geringere Wachstum lieB sich 
auf eine Abneigung der Ratten gegen jedes mit Fett versetzte Futter 
zuriickfiihren. Die Abneigung gegen Fett ist auch bei Verfiitterung von 
Soja6l, Tripalmitin und Trilaurin erkennbar, bei letzterem etwas weniger 
stark. Bei freier Wahl der Futtermenge ist das Wachstum bei fettfreier 
Kost am gréBten und entspricht ungefahr der aufgenommenen Nahrungs- 
menge. 

3. Das Wachstum junger Hunde lieB keinen Unterschied zwischen den 
mit synthetischem Fett und den mit Sojaél gefiitterten Gruppen erkennen. 
Gesundheitliche St6rungen konnten weder durch das Verhalten der Hunde 
noch durch die Sektion aufgefunden werden. Ein Widerwille gegen das 
synthetische Fett wurde nicht beobachtet. 

4. Vier junge Schweine, die paarweise steigende Mengen von syntheti- 
schem Fett und von Sojadl erhielten, zeigten vollkommen gleichmaBbiges 
Wachstum. Bei der Sektion fand sich kein Unterschied zwischen den beiden 
Gruppen, noch irgendein Anzeichen fiir eine gesundheitliche Stérung. 

5. Weder im Fett der Hunde noch in dem der Schweine lieBen sich nach 
der Fiitterung mit synthetischem Fett niedermolekulare Fettsauren nach- 
weisen. Fettsiuren mit 6-12 C-Atomen werden also nicht unverandert in 
dem KO6rperfett abgelagert. Dagegen bewirkte die Fiitterung mit Sojaél 
durch seinen Gehalt an ungesiattigten Fettsiuren eine héhere Jodzahl des 
Bauch- und Riickenfettes der Schweine. 

6. Die als geringe Verunreinigung in dem zur Fiitterung verwendeten 
synthetischen Fett vorhandenen Oxysauren verliehen dem KOrperfett der 
damit gefiitterten Schweine einen deutlich wahrnehmbaren, mit dem der 
Oxysauren selbst iibereinstimmenden Geschmack. Das laBt vermuten, dal 
diese Oxycarbonsauren nicht vollstaéndig verbrannt, sondern im Ko6rper- 
fett abgelagert wurden. 


32* 


iV 


494 H. Kraut, A. Weiscner, R. Hie und G. Stumprr: Synthetisches Fett. 


7. Vor der Verwendung als menschliches Nahrungsmittel ist eine vol! 
standige Entfernung aller Keto- und Oxysauren notwendig, die auch in 
geringer Menge dem Fett einen unangenehmen Beigeschmack verleihen. 

8. Zahlreiche Kostproben, an denen sich ungefahr 30 Personen beteilig 
ten, erwiesen die kiichentechnische Eignung des reinen synthetischen Fettes 
zu jeder Form von Kochfett. Beobachtungen iiber schlechte Bekémmlich 
keit oder unerwiinschte Nachwirkungen sind nicht gemacht worden. Doch 
sind die ausgefiihrten Versuche noch zu wenig umfangreich und von zu 
kurzer Dauer, als daB ein Urteil iiber die Eignung des Fettes aus nieder 
molekularen Fettsauren zu Speisezwecken abgegeben werden kénnte. 





Kalkbilanz und Kalkbedarf. 
(II. Mitteilung.)* 
Von 
HEINRICH KRAvT und HiLtpEGARD WECKER. 
(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Bad Ems.) 
Mit 6 Textabbildungen. 
( Eingegangen am 23. Marz 1945.) 


Die Kriegsernahrung des deutschen Normalverbrauchers enthalt durch- 
schnittlich 0,5 g Calcium je Tag. Da vielfach angenommen wird, da der 
erwachsene Mensch einen taglichen Bedarf von 1 g Calcium habe, war es 
eine wichtige Feststellung, daB mehrere Personen, deren Kalkstoffwechsel 
wir untersuchten [1], mit den aufgenommenen 0,5 g Calcium im Stoff- 
wechselgleichgewicht waren. Es stellte sich heraus, daB der menschliche 
Organismus sich weitgehend an das Kalkangebot anpassen kann. Ver- 
minderte man die Kalkzufuhr, etwa von 1 g Ca im Tag ausgehend, so 
traten zwar voriibergehend negative Bilanzen auf, nach einiger Zeit war 
aber das Gleichgewicht wieder erreicht. In der vorliegenden Abhandlung 
berichten wir iiber Versuche, in denen die Grenze aufgesucht werden 
sollte, bei der es eben noch gelingt, den Bilanzausgleich herbeizufiihren. 
Ferner wurde untersucht, welchen EinfluB steigende Zufuhren auf die 
Kalkbilanzen ausiiben. 

I. Eine iiber lange Zeit ertragliche Kost mit einem Kalkgehalt, der er- 
heblich unter 0,5 g Ca je Tag liegt, ist nur schwer zusammenzustellen. 
AnlaBlich von Versuchen an zwei ungarischen Bergleuten iiber das 
physiologische EiweiSminimum erreichten wir insbesondere durch Ver- 
meidung von Milch und Kase eine Nahrung, deren Ca-Gehalt zwischen 
0,24 und 0,44 g je Tag schwankte. Der eine der beiden (Vp. V) befand 
sich mit einer durchschnittlichen Aufnahme von 0,33 bis 0,37 g wahrend 
17 Wochen stets im Kalkdefizit (s. Abb. 1). Nach den Erfahrungen unserer 
ersten Untersuchung hatte er in dieser Zeit sich langst an die niedere Zu- 
fuhr anpassen miissen, wenn er iiberhaupt dazu in der Lage war. In einem 
weiteren Versuchsabschnitt, in dem eine Caseinzulage gegeben wurde, wur- 
den die Bilanzen sogar bei einer Aufnahme von 0,39 g taglich stark negatiy 
(durchschnittlich — 0,23 g Ca) und blieben dies auch im nachsten Ab- 
schnitt, in dem statt Casein Fleischextrakt gegeben wurde. Im 5. Ab- 


[*] 1. Mitteilung, diese Z. 315, 329 (1943). 
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schnitt, der mit einer Fleischzulage verbunden war, war die Kalkbilanz bei 
einer Aufnahme von 0,25 bis 0,35g Ca negativ, dann bei einer Aufnahme 
von o,37 bis 0,42 g Ca positiv. Wahrend in dem Versuchsabschnitt mit Casein 
eine Aufnahme von 0,39 g Ca taglich bei weitem nicht geniigte, um 
Bilanzausgleich herbeizufiihren, ist die Bilanz jetzt bei ungefahr derselben 
Aufnahme positiv. Hierin mag eine gewisse Anpassung liegen. Vielleicht 
ist der Organismus durch die vorangehenden Ca-Verluste zu besonders 
weitgehender Einsparung veranlaBt worden. Bei einer Steigerung der Zu- 
fuhr im vier Wochen dauernden SchluBabschnitt auf 0,51 bis 0,80 g Ca 
bleiben die Bilanzen mit durchschnittlich 0,11 g positiv. 

Die zweite Versuchsperson (Vp. D.) wechselte in 11 Wochen der beiden 
ersten Abschnitte bei Aufnahmen von 0,26 bis 0,39 g Ca zwischen posi- 
tiven und negativen Bilanzwerten (s. Abb. 2). Im Durchschnitt war die 
Bilanz bei einer Aufnahme von 0,32 g taglich gerade ausgeglichen. In der 
12. Woche aber trat ohne erkennbaren Grund eine Verschlechterung der 
Kalkbilanz ein. Bei einer Aufnahme von 0,36 g entstand ein taglicher Ver- 
lust von 0,08 g Ca. Er hielt den ganzen Caseinabschnitt iiber an. Auch 
im folgenden Abschnitt einer Zulage von Fleischextrakt war bei 0,30 bis 
0,38 g Aufnahme die Bilanz noch schwach negativ. Eine einmalige Er- 
héhung der Aufnahme auf 0,56 g Ca fiihrte sofort zu 0,08 g Retention. In 
den beiden letzten Abschnitten veranlaBte die von 0,37 auf 0,76 g steigende 
Aufnahme steigend positive Bilanzen. 

Die Frage nach der unteren Grenze, bei der noch Bilanzausgleich er- 
reicht werden kann, laBt sich also auch fiir das Individuum nicht mit einer 
einzigen Zahl beantworten. Versuchsperson D. konnte anfangs mit Auf- 
nahmen von 0,32 g Ca taglich noch Bilanzausgleich erreichen, was der 
anderen Versuchsperson (V.) schon bei 0,37 g nicht mehr méglich war. 
Dann wiesen, ohne da ein AnlaB erkennbar war, beide Versuchspersonen 
bei 0,36 bis 0,39 g Aufnahme stark negative Bilanzen auf. Spiater hatten 
beide Versuchspersonen bei Aufnahmen zwischen 0,4 und 0,5 g positive 
Bilanzen, bei noch gréBerer Zufuhr wurden erhebliche Mengen retiniert. 
Man wird annehmen kénnen, daB die untere Grenze fiir den Bilanz- 
ausgleich bei einer Aufnahme von 0,4 g Ca noch nicht erreicht ist, daB aber 
bei o,3 g der Bilanzausgleich nicht mehr bei allen Versuchspersonen und 
zu jeder Zeit méglich ist. 


Einer der Griinde, weshalb auch unter konstanten 4uBeren Bedingungen beim 
Kalk, im Gegensatz z. B. zum Stickstoff, ein klarés Minimum nicht bestimmbar 
ist, wird darin liegen, daB die Ca-Ausscheidung in der Hauptsache im Kot er- 
folgt [1]. Bei geringer Aufnahme wird die Ausscheidung im Harn weitgehend 
eingeschrankt, meist auf 50 mg je Tag oder noch weniger. Die Ausscheidung im 
Kot aber setzt sich aus zwei Komponenten zusammen, dem nicht resorbierten 
Kalk der Nahrung und dem in den Darm sezernierten Kalk, der also schon in 


[1] KLINKE, K.: Mineralstoffwechsel, S. 65 u. 156. Verlag Deuticke, Leipzig 
und Wien, 1931. 
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den intermedidren Stoffwechsel aufgenommen war. Anderungen der Ausschei- 
dung sind daher immer mehrdeutig. Vermehrung des Kotkalkes kann sowohl 
auf eine Verschlechterung der Resorption hinweisen wie auf eine Vermehrung 
der Sekretion in den Darm. Andererseits ist der Bestand des Kérpers an Ca so 
groB [1] und die Mobilisierung des Kalkes im Knochen so rasch méglich [2], 
daB erst gréBere Anderungen des Bestandes erkennbare Folgen fiir den inter- 
mediaren Kalkstoffwechsel haben, weshalb auch von dieser Seite her eine Deutung 
des Stoffwechselgeschehens nur schwer mdoglich ist. 

II. Um zu erfahren, wie sich der menschliche Organismus gegeniiber 
Kalkzufuhren verhalt, die den Minimalbedarf iiberschreiten, steigerten 
wir bei der Versuchsperson M. nach einer anfanglichen Aufnahme von 
0,5 g den taglichen Ca-Gehalt der Nahrung im 2. Abschnitt auf durch- 
schnittlich 0,9 g (s. Abb. 3). Die anfangliche Kost entsprach der Kriegs- 
ration des Friihjahrs 1943 und war daher schon vor dem Versuch langere 
Zeit ahnlich zusammengesetzt. In guter Ubereinstimmung mit den Er- 
gebnissen unserer ersten Untersuchung fanden wir, daB in den vier Ver- 
suchswochen des ersten Abschnittes ungefahr Bilanzausgleich bestand 
(—o,o1 g Ca im Tagesdurchschnitt). Die N-Bilanz war bei einer Auf- 
nahme von 8,5 bis 9,0 g je Tag im ganzen schwach positiv. Die P-Auf- 
nahme von rund 1,5 g fiihrte annahernd zu Bilanzausgleich. Im 2. Ver- 
suchsabschnitt verdoppelten wir den Kalkgehalt der Nahrung. Dies ge- 
schah, wie Tabelle 1 zeigt, teils durch eine allgemeine Vermehrung der 


Tabelle 1. Die von der Vp. M im Durchschnitt aufgenommenen Nahrungsmengen 
in Gramm pro Tag. 





1. Abschnitt | 2. Abschnitt | 3. Abschnitt 4. Abschnitt) 5. Abschnitt 
Nahrungsmittel 17. 2.-16.3. | 17. 3.-11. §. | 12. §.-29. 6. | 30. 6.-13. 8. 22.9.-16. 11. 
1943 1943 1943 1943 





Pee ke ho Ns 7 5 35 35 
Fleisch u. Wurst . . . . 57 5 46 41 
NN age ene kee iy 2 2 21 29 
Brot, Mehl, Backwaren . ‘ 5 511 437 
NGhrmitte]: 2... . 22 22 
Pereten . es e ; 518 501 439 
RRR ie, Sa ea lee 156 341 261 
Sate He tate Serger ~ 45 67 
Marmelade ...... ; 36 36 24 
OS SE ae ae ; ee 32 32 24 
a eee ge ee 507 503 | 218 526 385 
Kochwasser:. ..... 893 799 | 1000 874 1026 
Meepermileh 100°" | 307 209 200 175 
SS ee eee 5 7 — 4 6 


! 
| 
| 


[1] Siehe HeuBNeR, W., Mineralbestand des Kérpers im Handbuch der nor- 
malen und pathologischen Physiologie, Bd. XVI, 2, S. 1427: Fiir einen Mann 
normaler Struktur von 70 kg kann die Menge des Calciums auf rund 1 kg geschatzt 
werden. 

[2] GAMBLE, J. L.,G.S. Ross u. F. F. Tispa.t: J. biol. Chemistry 57, 633 (1923). 
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aufgenommenen Nahrung, hauptsachlich aber durch Zugabe von Kise 


und Magermilch. Da beide Nahrungsmittel phosphat- und stickstoffreich 
sind, trat auch eine Steigerung dieser Nahrungsbestandteile ein, jedoch 
von geringerem Umfang. Die Steigerung der Ca-Aufnahme auf 1,0 g be- 
wirkte in der ersten Woche des 2. Abschnittes die hohe Retention von 
0,3 g Caim Tagesdurchschnitt. [hr folgte aber bei fast derselben Aufnahme 
in der 2. Woche ein Kalkverlust von taglich 0,13 g Ca. Nach vollzogener 
Anpassung an die héhere Aufnahme entledigte sich also der Kérper wieder 
eines Teiles des retinierten Kalkes, ein Beweis, daB eine so hohe Retention 
auf die Dauer nicht dem Bedarf entsprach. In den anschlieBenden 5 Wochen 
war bei gleichbleibender Aufnahme die Bilanz positiv, in den beiden letzten 
Wochen des Abschnittes ausgeglichen. In den folgenden 7 Wochen des 
3. Abschnittes sollte die Ca-Aufnahme 0,75 g je Tag betragen. Stoérungen 
durch Luftangriffe hinderten jedoch die Durchfiihrung der Bilanzen. So 
weit Analysen ausgefiihrt wurden, zeigen sie, daB die Ca-Aufnahme an 
fangs ungefahr unserer Absicht entsprach, dann aber annahernd auf 0,5 g 
zuriickging. Infolgedessen bedeutete der Ubergang zu 1,07 g Aufnahme 
in der 21. Woche wieder annidhernd dieselbe Steigerung wie die vom 1. 
zum 2. Abschnitt. Die Bilanz war mit + 0,44 g Ca stark positiv. Auch in 
der nachsten Woche wurden von 0,84 g immer noch 0,10 g retiniert. Bei 
gleichbleibender Aufnahme wurden im Verlauf des 4. Abschnittes die 
Bilanzen immer weniger positiv. Durchschnittlich war aber bei einer Auf 
nahme von 0,93 g Ca die Bilanz mit 0,18 g positiv. Im 4. Abschnitt wur 
den daher im ganzen 7,5 g Ca retiniert. 

Nach einer Pause von 5 Wochen mit normaler Ernahrung, entsprechend 
rund 0,5 g Ca je Tag, wurde nochmals ein Versuch rascher Steigerung der 
Kalkaufnahme unternommen. Dazu wurde diesmal bei gleichbleibender 
Ernahrung eine Zulage von Calciumkarbonat gegeben, die 500 mg Ca 
je Tag enthielt. In der ersten Woche dieses letzten Versuchsabschnittes 
bestand bei 0,56 g Aufnahme Bilanzausgleich (+ 0,02 g), in der nachsten 
Woche wurden von 0,63 g 0,10 g, in der 3. Woche von 0,95 g sogar 0,20 g 
retiniert. Auf die hohe Retention folgte bei derselben Aufnahme in der 
4. Woche ein Kalkverlust von taglich 0,12 g Ca, dann kamen bei rund 
1,0 g Aufnahme 3 Wochen mit durchschnittlich 0,12 g Retention und 
schlieBlich eine Woche, in der bei einer Aufnahme von 1,04 g Ca die Bilanz 
mit —o0,16 g negativ wurde. Obwohl die wiederholt auftretenden Kalk- 
verluste zeigen, daB ein erheblicher Kalkbedarf nicht bestand, waren doch 
bei dieser Versuchsperson im Durchschnitt die Bilanzen bei 1,0 g Auf- 
nahme positiv. 

AnschlieBend fiihrten wir Versuche nach dem gleichen Plan an einem 
Ehepaar S. aus (Abb. 4 und 5). In der 1. Versuchswoche hatte Frau S. 
bei 0,63 g Aufnahme eine mit 0,09 g positive, der Mann S. bei 0,75 g Auf- 
nahme eine fast ausgeglichene Bilanz. Mit 0,51 bzw. 0,56 g Aufnahme 
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hatten beide Versuchspersonen in der 2. Woche negative Bilanzen. Nach 
unseren bisherigen Erfahrungen war daher anzunehmen, daB diese Ver 
suchspersonen eine etwas gréBere Kalkzufuhr gewohnt waren. Tatsachlich 
trat im 2. Abschnitt bei Herrn S. mit 0,93 g Aufnahme, bei Frau S. mit 
0,83 g Aufnahme annahernd Bilanzausgleich ein (Herr S. im Tages- 
durchschnitt + 0,04 g Ca, Frau S. —o,03 g). Wir steigerten im 3. Ab- 
schnitt die Aufnahme bei Frau S. auf durchschnittlich 1,02 g, bei Herrn S. 
auf 1,24 g. Uberraschenderweise wurden trotz dieser hohen Aufnahmen 
bei beiden Versuchspersonen die Bilanzen negativ. Frau S. verlor in 10 Wo 
chen taglich 0o,o7 g Ca, Herr S. 0,11 g Ca. Daher erhielten beide Ver- 
suchspersonen im 4. und letzten Abschnitt bei gleichbleibender Kost noch 
eine Zulage von taglich o,5 g Ca als Calciumkarbonat. Auch das fiihrte 
auf die Dauer nicht zu positiven Bilanzen. Der Uberschu8 von Ca wurde 
vielmehr restlos ausgeschieden, so daB der Verlust dem des 3. Versuchs- 
abschnittes entsprach. 

Die Tatsache, daB die erhéhte Zufuhr keinen Bilanzausgleich bewirken 
konnte, zeigt, daB die Ursache der negativen Bilanzen nicht ein zu geringer 
Kalkgehalt der Nahrung war. Auch bleibt die N- und die P-Bilanz bei 
beiden Versuchspersonen in einem gleichmaBigen Anstieg, wie es der im 
allgemeinen gleichbleibenden Ernahrung entspricht. Es muB sich also, 
und zwar bei beiden Versuchspersonen S., um eine innere Umstimmung 
des Kalkstoffwechsels handeln, um das Auftreten einer Tendenz zur Ab- 
gabe von Ca aus dem Stoffwechsel, die von der zugefiihrten Kalkmenge 
weitgehend unabhingig ist. Die Versuchsperson M. war mit 0,5 g Auf 
nahme im Gleichgewicht, aber sie hatte offenbar einen gewissen Kalk- 
bedarf, denn sie behielt von 1 g Aufnahme 10-20%, im K6rper zuriick. 
Das Ehepaar S. dagegen hatte bei 0,5 bis 0,6 g Aufnahme einen Verlust 
von fast 0,1 g, und behielt diesen Verlust in ungefahr derselben Hohe bei, 
als wir die Aufnahmen bis auf 1,5 bzw. 1,7 g Ca pro Tag steigerten. 

In der Literatur findet man, wie in unserer 1. Mitteilung ausfiihrlich 
geschildert, haufig negative Bilanzen bei hohen Kalkzufuhren. Doch wurde 
daraus nur auf ein hohes Kalkminimum geschlossen. Auch fiihrt P. GyOrGy 
im Handbuch der normalen und pathologischen Physiologie [1] zahlreiche 
Beispiele dafiir an, daB erhéhte Kalkzufuhr zu erhéhter Kalkretention 
fiihrt. Erst nach dem Aussetzen der erhohten Zufuhr soll der im UberschuB 
retinierte Kalk wieder ausgeschieden werden. Die Beobachtung, daB es 
~ bisher ohne erkennbaren Grund — Tendenzen zu positiven bzw. negativen 
Kalkbilanzen gibt, die von der Kalkaufnahme weitgehend unabhangig 
sind, ist unseres Wissens bisher noch nicht gemacht worden. 

Es war uns daher erwiinscht, daB wir bei einer weiteren Versuchsperson 
(Abb. 6) sowohl eine Zeit des Ca-Bedarfes, wie eine solche mit negativer 


[1] Bd. XVI, 1, S. 1555, Umsatz der Erdalkalien und des Phosphats. 
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Tendenz beobachten konnten. Bei Versuchsperson F. hatten wir im Jahre 
1942 aus AnlaB von Versuchen iiber Hefeernahrung N-, P- und Ca 
Bilanzen aufgestellt, von denen die des 1. und 3. Versuchsabschnittes ohne 
Hefezulage mit unseren jetzigen Versuchen direkt vergleichbar sind. Im 
ersten Abschnitt nahm die Versuchsperson 0,7 bis 0,9 g Ca je Tag auf 
und hatte dabei durchweg positive Bilanzen, so da® in 7 Wochen 14 g Ca 
retiniert wurden. Im 3. Abschnitt, der 5 Wochen spiter einsetzte, lag die 
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Aufnahme zwischen 0,60 und 0,75 g Ca. Immer noch waren die Bilanzen 
meist positiv, so daB in 6 Wochen weitere 7 g Ca gespeichert wurden. 

In einem von Juni bis Anfang August 1943 dauernden Bilanzversuch 
waren von 6 Wochen, in denen eine Bilanz aufgesteilt werden konnte, bei 
o,5 g Ca Aufnahme nur 2 negativ. Im ganzen bestand Bilanzgleichgewicht. 
Im November wurden die Versuche wieder aufgenommen. 0,5 g Auf- 
nahme fiihrte in den ersten 4 Wochen wieder zu positiven oder ausgegliche- 
nen Bilanzen. In der 5. Versuchswoche trat zum erstenmal eine negative 
Bilanz ein. In der 7. bis 9. Woche wurden bei 0,45 g Aufnahme tiglich 
0,1 bis 0,2 g Ca verloren. Daraufhin gaben wir eine Zulage von 0,5 Ca als 
Calciumkarbonat bei sonst gleichbleibender Ernahrung. Sie fiihrte zwar 
eine Woche lang zu der starken Retention von 0,3 g Ca, aber in der folgen 
den Woche wurden tiglich fast 0,4 g verloren. In der 3. Woche des SchluB- 
abschnittes herrschte Ausgleich, in der 4. (und letzten) Woche wurden 
taglich 0,o5 g mehr ausgeschieden als aufgenommen. Diese Versuchs- 
person hatte also im Jahre 1942 Bedarf an Kalk, so daB sie bei 0,6 bis 
0,7 g Aufnahme erhebliche Kalkmengen retinierte. 1943 war sie im Ab 
stand von 4 Monaten zweimal iiber mehrere Wochen mit 0,5 g Aufnahme 
im Gleichgewicht. Dann aber wurde die Bilanz negativ und blieb es auch, 
als wir die Menge des aufgenommenen Kalkes verdoppelten. In 3 ein Jahr 
spaiter (Oktober 1944) durchgefiihrten Versuchswochen war die Bilanz bei 
0,5 g Aufnahme wieder ausgeglichen oder schwach positiv. 

Eine weitere Versuchsperson, die ebenfalls Hefezulagen erhielt, hatte im 
1. hefefreien Versuchsabschnitt bei einer durchschnittlichen Ca-Aufnahme 
von 0,8 g fast immer positive Bilanzen. Im 3. Abschnitt, der wieder ohne 
Hefezulage blieb, war die Bilanz bei 0,65 g Aufnahme in den ersten 
3 Wochen ausgeglichen. Spater wurde sie bei derselben Aufnahme negativ. 
In den beiden letztén Versuchswochen (ebenfalls ohne Hefezulage) wur- 
den nur 0,5 g Ca taglich aufgenommen. Dabei war die Bilanz einmal posi 
tiv, dann ausgeglichen. Die negative Phase des Kalkstoffwechsels war also 
nicht von langer Dauer. 

Die Erkenntnis, daB es Zeiten gibt, in denen eine Tendenz zur Kalk- 
ausschiittung vorherrscht, veranlaBte eine erneute Betrachtung unserer 
Versuche zur Bestimmung des Ca-Minimums. Es ist klar, daB beim Vor- 
liegen der negativen Tendenz Versuche zur Bestimmung des Minimums 
sinnlos sind. Doch lat sich nachweisen, daB die beiden ungarischen Berg- 
leute, bei denen wir das Minimum ermittelten (s. Abb. 1 und 2), tatsach- 
lich einen Bedarf an Kalk hatten; denn sie zeigten bei héherer Zufuhr so- 
gleich positive Bilanzen. Nur in dem 3. und 4. Versuchsabschnitt konnte 
eine gewisse Tendenz zur Ca-Abgabe bestanden haben, da die Bilanzen 
hier bei derselben oder sogar etwas héheren Aufnahme negativer als vorher 
waren. Fiir die Festlegung des Minimums sind aber diese beiden Abschnitte 
nicht entscheidend. 
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Es liegt nahe, die Ursache fiir die Umstimmungen des Kalkstoffwechsels 
in Anderungen der Ernahrung zu suchen. Doch geben die Speisezette! 
hierfiir keinen brauchbaren Anhaltspunkt. Die Umstimmung trat meist 
mitten in einem Versuchsabschnitt ein, wo keinerlei Anderungen der Kost 
erfolgten. Auch die N- und P-Bilanzen geben keinen erkennbaren Anla{i 
zu den Schwankungen der Ca-Bilanzen (s. die Summenbilanzen in allen 
Abbildungen). Die Mafstibe dieser Kurven sind so gewahlt, daB das 
Verhaltnis N : P der durchschnittlichen Zusammensetzung des EiweiBes, 
das Verhaltnis P : Ca der durchschnittlichen Zusammensetzung des Kno 
chens entspricht [1]. Die N-Bilanzen waren bei allen Versuchspersonen 
mit wenigen Ausnahmen positiv. Die P- und Ca-Bilanzen zeigen bei der 
Versuchsperson M. groBe Ahnlichkeit. Auch bei beiden Versuchspersone n 
S. gehen anfangs die Summenbilanzen von P und Ca im ganzen parallel. 
Dann aber beginnen die P-Bilanzen zu steigen, wahrend die Ca-Bilanzen 
dauernd absinken. Bei Versuchsperson F. gingen im Jahre 1942 P- und 
Ca-Bilanzen parallel, ebenso im 1. Versuchsabschnitt des Jahres 1943, 
im 2. Versuchsabschnitt dagegen nur in den ersten 4 Wochen. Das dann 
folgende Absinken der Ca-Bilanzen machten die P-Bilanzen nicht mit. 
Die P-Aufnaime und -bilanz waren gerade bei dieser Versuchsperson 
von einer so groBen RegelmaBigkeit, daB aus ihnen kein AnlaB zu dem 
beobachteten Absinken der Ca-Bilanzen kommen kann. 


Zusammenfassung. 

I. Das Ergebnis unserer 1. Mitteilung, daB der menschliche Organismus 
in der Lage ist, sich an das Angebot des Kalkes in der Nahrung anzupassen, 
wird durch unsere weiteren Untersuchungen bestatigt und durch Ermitt 
lung der Grenze erganzt, unterhalb deren die Anpassung nicht mehr mdg- 
lich ist. Bei zwei Versuchspersonen waren 0,4 g Ca taglich noch aus 
reichend, bei einer Aufnahme von 0,3 bis 0,35 g Ca gelang der Ausgleich 
nicht mehr regelmaBig. 

II. Es besteht im menschlichen Kérper manchmal eine Bereitschaft zur 
Kalkretention, zu anderen Zeiten eine Tendenz zur Kalkausschiittung. Bei 
0,5 g Ca-Aufnahme hatten unsere Versuchspersonen meist ausgeglichene 
Bilanzen. 0,7 bis 1,0 g Aufnahme fiihrte bei mehreren Versuchspersonen 
zu lebhafter Retention, bei anderen teils zu Ausgleich, teils zu Verlusten. 
Zwei Versuchspersonen hatten negative Ca-Bilanzen bei 0,5 g Aufnahme 
und behielten sie bei, auch wenn die Aufnahme auf das Zwei- bis Dreifache 
gesteigert wurde. 

Die Kalkbilanzen gehen meist mit den P-Bilanzen parallel. Aber gerade 
in den Abschnitten mit sinkenden Ca-Bilanzen ist ein Zusammenhang 
nicht mehr zu erkennen. Ebensowenig besteht ein Zusammenhang zwischen 
den N-Bilanzen und den Tendenzen der Ca-Bilanzen. 


{1] ATZLER, E. u. Mitarbeiter: Arb.physiol. 8, 621 (1935). 
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Zur Kenntnis der Merkaptobrenztraubensaure. 


Von 
FERDINAND SCHNEIDER und EricH REINEFELD.* 


Aus dem Org.-chem. Institut der Technischen Hochschule Danzig und dem 
Org.-chem. Institut der Technischen Hochschule Braunschweig 


Mit 1 Textabbildung. 


( Eingegangen am 21. Oktober 1947) 


In einer vorlaufigen Mitteilung [1] wurde unabhangig von den Ergeb 
nissen Parrops [2] die Darstellung von Salzen der §-Merkaptobrenz 


traubensaure und einige ihrer Eigenschaften kurz beschrieben. Zur Er 
gainzung sollen im folgenden die niheren Einzelheiten mitgeteilt werden 


unter Hinzufiigung einiger neu gewonnenen Befunde. 

Zur Darstellung des Ammoniumsalzes der $-Merkaptobrenztrauben 
siure wurde von der nach Warp [3] gewonnenen §-Brombrenztrauben 
saure ausgegangen. Durch Umsetzen mit Ammoniumhydrosulfid in methy] 
alkoholischer Lésung konnte dabei in einfacher Weise das Ammonsalz der 
8-Merkaptobrenztraubensdure erhalten werden. 

. ‘ : Paagoee es Sk ; 

Br—CH,— CO—COOH -» HS—CH,—-CO—COONH,. (1) 
Dabei wurde der Vorteil ausgeniitzt, daB Ammoniumbromid in Methanol 
léslich ist, wahrend das Ammonsalz der §-Merkaptobrenztraubensiure 
infolge seiner Schwerléslichkeit ausfallt. 

Zum Nachweis der SH-Gruppe und der —CO-—-COOH-Gruppierung 
wurden mehrere Reaktionen ausgefiihrt, die in der vorliufigen Mitteilung 
eingehend beschrieben sind. Hervorzuheben ist die Bildung eines gut 
kristallisierenden Phenylhydrazons und die Entwicklung von Kohlen 
siure mit verdiinntem Wasserstoffperoxyd, die sich zu einer quantitativen 
Bestimmung ausniitzen lieB. 

Bei der Reaktion mit verdiinntem H,O, entsteht unter CO,-Abspaltung 
und Oxydation des entstehenden Aldehyds zur Carbonséiure sowie De 
hydrierung der SH-Gruppe zur S—S-Briicke die Dithiodiglykolsaure. 

* Die iiber die vorlaiufige Mitteilung hinausgehenden Ergebnisse sind in der 
Diplomarbeit REINEFELD, E.: T.H. Braunschweig, Nov. 1946, niedergelegt. 


[1] ScHNEIDER, F.: diese Z. 318, 329 (1947) eingesandt Nov. 1944. 
[2] Parrop, J.: C. 1944 I, 1073; C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 215, 146 


(1942). 
[3] Warp, J.: Soc. 123, 2209 (1924). 
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FERDINAND SCHNEIDER und Ericn REINEFELD: 


S—CH,-—- COOH 


S—CH,— COOH. 


Diese konnte isoliert und identifiziert werden, wodurch die Konstitution 
des dargestellten Salzes als die eines Derivates der 8-Merkaptobrenz 
traubensaure sichergestellt wurde. 

In aihnlicher Weise konnte das Kaliumsalz der Merkaptobrenztrauben 
siure dargestellt werden, das dieselben Reaktionen zeigte wie das Ammon 
salz. 

Die freie Merkaptobrenztraubensaure erwies sich als eine empfindlich: 
Substanz. Ihre leichte Wasserléslichkeit und die Zersetzlichkeit in waBrige: 
Lésung und bei héherer Temperatur erschwerte ihre Isolierung. Unter 
Anwendung schonender Bedingungen, nimlich Extraktion mit Essigeste: 
im Vakuum, konnte sie schlieBlich erhalten werden. Die Anwendung des 
Vakuums war notwendig, da bei langerer Extraktion unter normalem 
Druck infolge der hohen Siedetemperatur des Essigesters Zersetzungen 
eintraten und daher nur ein schmieriges Produkt erhalten werden konnte. 

Die mit Hilfe der Vakuumextraktion erhaltene, gut kristallisierende 
Merkaptobrenztraubensaure war léslich in Aceton und Alkohol, maBig 
léslich in Essigester und schwer léslich in Ather und Chloroform, nahezu 
unléslich in Petrolather. Sie gab dieselben Reaktionen auf die SH- und 
CO—COOH-Gruppe wie das Ammonsalz. 

Zur ungefahren Ermittlung der Saurestarke wurde der py-Wert einer 
n/10-Lésung gemessen und zu py 1,6 ermittelt. Dieser Wert entspricht 
dem einer n/10-Brenztraubensaurelésung (py = 1,63, berechnet aus der 
Dissoziationskonstante bei 25°). Die Saurestarke hat sich also durch den 
Ersatz eines Wasserstoffatoms am 8C-Atom durch die SH-Gruppe prak 
tisch nicht verandert. Die Merkaptobrenztraubensaure ist also wie die 
Brenztraubensaure zu den starkeren organischen Sauren zu zahlen und 
erheblich starker als Essigsdure (py-Wert einer n/10-Lésung ~ 2,9). 

Zur weiteren Kennzeichnung der Merkaptobrenztraubensdéure wurde 
die Veranderung des py-Wertes bei der Titration mit Lauge gemessen 
(Abb. 1). 


Beim Zusatz von Lauge ergab sich bis zum Verbrauch von einem Mol. ein 
Kurvenverlauf, der im wesentlichen dem einer starkeren Sdure entspricht. Die 
Carboxylgruppe 1a8t sich demnach mit Indikatoren, die ihr Umschlagsgebiet 
im py-Bereich 4-9 haben, scharf titrieren und kann auf diese Weise leicht quanti- 
tativ bestimmt werden. Beim weiteren Zufiigen von Lauge zeigte sich keine 
sprunghafte Veranderung des p,-Wertes mehr, sondern die Kurve entspricht 
ungefahr der einer stark hydrolysierende, Salze bildenden, sehr schwachen Saure, 
die in diesem Falle wohl von der SH-Gruppe herzuleiten ist. Ab p,, = 9 tritt bei 
der Titration eine immer starker werdende Gelbfarbung der Lésung auf, die wohl 
durch eintretende Zersetzung (H,S-Abspaltung unter vorausgehender Enolisie- 
rung) ihre Erklarung finden diirfte. 
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Die Salze der Merkaptobrenztraubensaure zeigten noch das interessante 
Verhalten beim vorsichtigen Ansduern ihrer waBrigen Lésungen auf un- 
gefahr py = 3, in Wasser schwer lésliche, gut kristallisierende Produkte 
zu bilden. Dabei war es gleichgiiltig, ob Essigsaure, verdiinnte H,SO, oder 
verdiinnte HCI zur Anwendung kamen. 
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Umschlag —=— SH- Grvope—> 
Abb. 1. 

Die auf diese Weise erhaltenen Substanzen zeigten die gleichen Re 
aktionen auf die SH- und CO—-COOH-Gruppe wie die Ausgangsverbin 
dungen. AuBerdem konnten daraus Phenylhydrazone erhalten werden, dic 
mit den aus den urspriinglichen Ammonsalzen bzw. K-Salzen isolierten 
identisch waren. Aus den Analysenergebnissen lieBen sich die Bruttoformeln 

CeH,,0gNS. bzw. C.H,O,KS, 
berechnen. Beim Umsatz mit verdiinntem H,O, wurden CO,-Mengen ent- 
wickelt, die fiir zwei intakte CO—COO-Gruppen pro Molekiil sprachen. 
Alle Ergebnisse zusammen lieBen vermuten, daB es sich hier um eine 
Molekiilverbindung zwischen einem Molekiil freier Merkaptobrenztrauben- 
saure und einem Molekiil des entsprechenden Salzes handelt. 
HS—CH,—CO—COOH + NH,OOC—CO—CH,—SH_ (IID) 
HS—CH,—CO—COOH - KOOC—CO—CH,—SH 
33* 
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Eine Formulierung, die eine richtige chemische Umsetzung durch Eingehen 
von Hauptvalenzbindungen als Grundlage bedingt, erscheint wenig wahrschein- 
lich. Fiir eine Molekiilverbindung spricht auch, daB ihre Bildung eine rein: 
Funktion des p,,-Wertes ist. Bei dem giinstigsten p,,-Wert von 3,0 ist, wie sich 
aus Abb. 1 ableiten 1aBt, nur ein Teil der Merkaptobrenztraubensaure aus ihre m 
Salz in Freiheit gesetzt, der nun mit dem noch vorliegenden Ammonsalz die Mole- 
kiilverbindung eingehen kann. 

In der Fettsdurereihe sind solche dimolekulare Salze, auch saure oder tibersaure 
Salze genannt, bekannt [1]. Beispielsweise erhalt man diese Molekularverbin- 
dungen aus Ammoniumacetat oder Kaliumacetat durch Umsatz mit Eisessig [2 | 
Allerdings sind diese Verbindungen anscheinend nur in wasserfreiem Medium 
bestandig, im Gegensatz zu den hier beschriebenen Salzen, die sogar aus Wasser 
umkristallisierbar sind. Dieses Verhalten ist sehr merkwiirdig und interessant. 

Eine Deutung hierfiir soll vorlaufig noch nicht diskutiert werden. Man wird 
wohl an Wasserstoffbriicken denken miissen, die zur Ausbildung eines stabilen 
mesomeren Ringsystems befahigen, in ahnlicher Weise, wie es PAULING [3] fiir 
die bestandigen Dimeren der Carbonsauren formuliert hat. 

Die Darstellung der Merkaptobrenztraubensdure und ihrer Derivate 
war mit dem Ziel aufgenommen worden, sie zu biologisch interessierenden 
Versuchen einzusetzen. Die 8-Merkaptobrenztraubensaure kénnte nach 
den derzeitigen Anschauungen als biologische Vorstufe bzw. Abbau 
produkt des Cysteins fungieren. Da dem Cystein neuerdings eine wichtige 
Rolle im Stoffwechsel zugeschrieben wird, erschienen derartige Versuche 
von erheblichem Interesse. Die in der vorlaufigen Mitteilung angekiindig 
ten Tierversuche zur Aufklarung der Beziehungen zwischen Cystin/Cystein 
und der Merkaptobrenztraubensaure, die in Zusammenarbeit mit H. Fink 
und A. Hock im Januar 1945 begonnen worden waren, muBten infolge 
der bekannten auBeren Umstande abgebrochen werden. Es ist jedoch be 
absichtigt, sie demnachst wieder aufzunehmen. 


Experimenteller Teil. 
Ammoniumsalz der 8-Merkaptobrenztraubensdure. 


Zur Umsetzung wurde Brombrenztraubensaure beniitzt, die nach 
Warp [4] hergestellt war. Das nach Warp gewonnene Rohprodukt aus 
Brenztraubenséure und Brom wurde hierzu in heiBem Benzol (50°) auf 
genommen. und das Benzol zur Entfernung des anhaftenden Bromwasser 
stoffs im Vakuum unter Feuchtigkeitsausschlu8B abgedampft. Diese Ope 
ration wurde wiederholt und dann das Produkt ohne weitere Reinigung 
verwandt. 


{1} Levi, T. G.: Gazz. Chim. Ital. 62, 709 (1932); C 1932 II, 3862; vgl. auch 
SupGen, R.: J. chem. Soc. 1926, 960 

[2] Reik, R.: M. 23, 1046. 

[3] Pauzine, L.: J. Am. chem. Soc. 57, 2680 (1935). 

[4] Warp, J.: a.a.O. 
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Zur Kenntnis der Merkaptobrenztraubensiure. 


10 g auf diese Weise hergestellte Brombrenztraubensiure wurden in 
20 ccm Methanol gelést und in eine eisgekiihlte methylalkoholische Losung 
von Ammoniumhydrosulfid (200 ccm mit 6,7 g NH,SH = 2,2 Mol., dar- 
gestellt durch aufeinanderfolgendes Einleiten von trockenem NH, und H,S) 
eingetropft. Die Reaktionslésung wurde dabei geriihrt. Das Salz fiel fast 
augenblicklich als gelber Niederschlag aus. Nach SchluB der Reaktion 
wurde ein py-Wert von ungefahr 8 festgestellt. Der gelbe Niederschlag 
wurde abgesaugt und zweimal mit Methylalkohol ausgewaschen. Aus 
beute: 8 g schwach gelb gefarbtes Produkt. 

Zur Reinigung wurde in wenig Wasser (60°) gelOst und durch Zusatz 
von Athylalkohol wieder gefallt. Das Produkt fiel rein weif und kristallin 


an. Die Kristallisationsgeschwindigkeit war gering. 


Ligenschaften. 


Fp. 180-182° unter Braunfarbung und Zersetzung nach vorherigem 
Sintern. Léslichkeit in Wasser (20°) ca. 1:15, Py der gesiittigten waBrigen 
5, PH 
Losung ~ 5,5. Tief dunkle Verfarbung mit FeCl,. 


Analyse: 
25,126 mg Substanz: 24,21 mg CO,; 12,14 mg H,O 


3,638 mg Substanz: 0,318 ccm N, (19°/757,5 ccm 


14,480 mg Substanz: 3,198 ccm n/30 HC! (NH,-Destillation) 
127,0 mg Substanz: 215,3 mg BaSQ,. 
C3H,O3NS (137,15 


Ber.:  C 26,27 H 5,15 335 S 23,38 
Gef.: 26,29 5,41 *10,31 23,29 
as OS 


* als NH, mit Lauge destilliert, ** nach Dumas. 
Nachweis der SH-Gruppe. 


Tief kirschrote Farbung mit Nitroprussidnatrium in Glykokollpuffer 
PH = 10,5 mit raschem Umschlag nach braun. Charakteristische Rot- 
farbung mit nasc. HNO, [1], nur kurze Zeit bestindig. Tiefe bestindige 
Blaufirbung mit Phosphorwolframsiéure nach Foun in Acetatpuffer 
PH = 5,2; Reaktion geht langsamer vor sich als beim Cystein. 

CO—COO— NH ,-Gruppe. 
Mit verdiinnter Wasserstoffperoxydlésung wurde CO, unter Erwirmung 
entwickelt, genau wie bei der Brenztraubensiure und ihren Salzen [2] 
Diese Reaktion lieB sich zu einer quantitativen Bestimmung ausarbeiten. 
Ungefahr 1 g Substanz wurde in 30 ccm Wasser gelést. Das Reaktions- 


gefaB wurde dann mit Hilfe eines Stickstoffstromes von der Kohlensaure 


befreit. Hinter das ReaktionsgefaB war ein mit n KOH beschicktes Ah 


[1] Rernnouipt, H.: Ber. dtsch. chem. Ges. 60, 184 (1927). 
[2] PALLADIN, J. Gromow u. MONTEVERDE: diese Z. 62, 154 (1914), 
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512 FERDINAND SCHNEIDER und Ericu REINEFELD: 
sorptionsgefaB, wie es fiir die C, H-Analyse verwandt wird, geschaltet. 
Dann wurden 10 ccm 33°%ige Wasserstoffperoxydlésung zugetropft und 
114 Std. reagieren lassen. AbschlieBend wurde noch 1 Std. ein gelinder 
Stickstoffstrom zur Uberfiihrung der Kohlensaure durch die Apparatur 
geschickt und Carbonat neben KOH auf die iibliche Weise maBanalytisch 
bestimmt. 

Die aus 1,001 g Ammonsalz entwickelte CO, verbrauchte 14,67 min KOH 
statt der berechneten 14,60 ml. 

—(CO-Gruppe 

Mit Phenylhydrazinhydrochlorid wurde aus waBriger Lésung ein schwer 
lésliches Phenylhydrazon erhalten. Aus Methanol + Wasser kristallisierte 
die Substanz in schénen lanzett- bzw. blattahnlichen gelben Kristallen. 
Fp. 124-125° unter Braunfarbung und Zersetzung nach vorherigem 
Sintern. 

Das Phenylhydrazon war in KHCO, unter CO,-Entwicklung ldslich 
und daraus mit verdiinntem HCl wieder fallbar. Nitroprussidnatrium gab 
in Bikarbonatlésung eine bestindige, tief rote Firbung. Mit Phosphor- 
wolframsaiure wurde die charakteristische tiefblaue Farbung erhalten. 
H,O, entwickelte keine COg,. 

Phenylhydrazon: 

25,603 mg Substanz: 48,15 mg CO,; 11,45 mg H,O 
2,805 mg Substanz: 0,318 ccm Ng, (21°/760 ccm 
133,9 mg Substanz: 149,0mg BaSQ,. 
CgH,9O.N,S (210,24 
per. ks hie 
Cser.; 1,3 


1 H 4,79 Re 93,43 Se 
2 5,00 13,16 1 
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Uberfiithrung in Dithiodiglykolséure 

2 g Ammonsalz wurden in wenig Wasser gelést, mit 33 g (2 Mol.) einer 
3°migen Wasserstoffperoxydlésung versetzt und 2 Tage stehen lassen. 
Daraufhin wurde die Lésung mit verdiinnter Schwefelsaure angesauert 
und mit Ather 8 Std. extrahiert. Nach Trocknen der atherischen Lésung 
iiber Na,SO, wurde der Ather im Vakuum abgedampft. Als Riickstand 
hinterblieb ein leicht gelblicher Sirup, der langsam durchkristallisierte. 
Ausbeute: 0,8 g. Nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Ather/Petrol- 
ather war der Schmelzpunkt 100-102”. 


Analyse. 
36,32 mg Substanz: 35,32 mg CQ,; 10,68 H,O 
125,60 mg Substanz: 321,80 mg BaSQ,. 


C,H,O,S, (182,20 
Bet 6 a7 W342 Sc ae 
Gef.: 26,54 3,29 35 


Zur weiteren Identifizierung wurde Dithiodiglykolsaure dargestellt [1] und der 
Mischschmelzpunkt genommen. Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt 100°. 
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Freie 8- Merkaptobrenztraubensdure 


5 g NH,-Salz wurden in wenig 10°%iger Schwefelsaiure gelést und in 


einer Soxlethapparatur, die fiir eine Extraktion unter Anwendung von 
Vakuum entsprechend umgebaut war, bei 30-35° Siedetemperatur des 


Essigesters extrahiert. Nach 8 Std. wurde die Extraktion abgebrochen, da 


der Ester allmahlich verseifte [2]. Nach Trocknen iiber Na,SO, wurde 


vom Essigester im Vakuum befreit, wonach der Riickstand, die freie 
Saure, kristallisierte. Ausbeute: 1 g. 

Die geringe Ausbeute riihrt sicherlich von der zu kurzen Extraktions- 
dauer her, die infolge der Verseifung des Essigesters nicht langer durch- 
gefiihrt werden konnte. 

Der Riickstand wurde durch wiederholte Umkristallisation aus Aceton 
Petrolather gereinigt. Rhomboide Blattchen vom Fp. 138-140° unter Zer- 
setzung nach vorherigem Sintern. 

Analyse: 

26,29 mg Substanz: 29,00 mg CQO,; 8,40 mg H,O 

30,90 mg Substanz: 60,00 mg BaSQ,. 

C,H,0O,S (120,12 
Ber.: C 29,99 H 3, 
Gef.: 30,10 3,5 

Die freie Saure war leicht léslich in Wasser, Aceton, léslich in Athyl- 
alkohol, maBigléslich in Essigester, schwerléslich in Ather und Chloro- 


form und praktisch unléslich in Tetrachlor- 


S 26,609 


26,67 


Ww 
st 


st 
a | 


Titration mit n/40 Kalilauge 








> ane + Yo 3 > ‘ 
kohlenstoff und Petrolather. (Faktor : 1,04): 
In Bikarbonat lieB sich die Saure unter rst ri ae ; 

CO,-Entwicklung lésen und gab dabei mit _Lause H __Lauge ss 
Nitroprussidnatrium eine tief kirschrote 0,0 1,7 6,5 9,6 
Farbung mit schnellem Umschlag nach griin. 2,5 +2 8,0 9,7 
° ,O 10,0 11,0 

AuBerdem wurden alle beim Ammonsalz 4 
i : ; : 2,0 2,4 10,5 11,4 
angefiihrten Nachweisreaktionen gegeben. 3,0 om 1 sae) wed 
4,0 3,1 12,0 11,8 
Sdurestarke 4,5 3,4 13,0 | 12,1 
. 3 . 5,0 oO | 14,0 | 12,2 
Py-Wert der n/10-Lésung, gemessen mit i ts a ae 
1 S,< 9< 5, 2,2 
Indikatoren ~ 1,6. 5,6 9.2 15,5 12,3 


Die py-Werte wurden durch Tipfeln mit Indikatoren* ermittelt. 

Aus der Titrationskurve (Abb. 1) ergab sich fiir den ersten Umschlagspunkt 
ein Verbrauch von 5,05 ccm entsprechend 5,25 ccm n/40 Lauge. 

Fiir die Carboxylgruppe berechnet sich aus der Einwage von 15,80 g ein Ver- 
brauch von 5,27 ccm n/4o Lauge. 


[1] Katie u. Co., D.R.P. 194039; C 1908 I, 1221. 

[2] Eine Extraktion mit dem sicher geeigneteren Butylalkohol konnte nicht 
durchgefiihrt werden, da dieser z. Zt. der Durchfiihrung der Arbeit nicht zu be- 
schaffen war. 

* Ein Ionometer stand leider nicht zur Verfiigung 
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Dimolekulare saure Salze. 


1 ¢ NH,-Salz wurde in wenig Wasser gelést und mit verdiinnter 
H,SO, angesiuert (pyz 3). Die Lésung triibte sich und das neue Produkt 
fiel nach einiger Zeit schén kristallin aus. Ausbeute: 0,6 g. Der Nieder 
schlag wurde abgesaugt, mit Athylalkohol ausgewaschen und aus Wasser 
(oder Wasser/Athanol) umkristallisiert. Fp. 171-173° unter Braunfarbung 
und Zersetzung nach kurzem Sintern. 

Dasselbe Produkt wurde beim Ansiuern mit verdiinnter HCl und Essig 
siure erhalten. In stirkerer Saéure (py = 1—2) léste sich die Substanz 
wieder auf. 

In gleicher Weise lieB sich aus dem Kaliumsalz (erhalten aus Brom- 
brenztraubensdéure und Kaliumsulfhydrat in alkoholischer Lésung) beim 
Ansiuern auf py ~ 3 eine kristalline Substanz erhalten. Zersetzungspunkt 
193-195° unter Braunfairbung nach Sintern. 


Analysen: 


saures Ammonsalz; 32,76 mg Substanz: 33,42 mg CO,; 13,33 mg H,O 
5,567 mg Substanz: 0,255 ccm N (21°/762 mm) 


8,015 mg Substanz: 1,46 ccm n/30 HCl (NH,-Dest.) 
96,20 mg Substanz: 172,9 mg BaSQ,. 

CgH,,OgNS, (257,31 
Ber.: 98.00 H 


4,31 N 
Gef.: 27,84 4; 


44 S 24,92 
33 24,03 
5,40 
Decarboxylierung: Die aus 1 g Substanz entwickelte CO, verbrauchte 16,05 n 
KOH statt der berechneten 15,55. 


saures K-Salz: 28,330 mg Substanz: 26,90 mg CO,; 6,89 mg H,O 
136,400 mg Substanz: 231,6 mg BaSO, 
38,136 mg Substanz: 11,754 mg K,SQ,. 
Ber: ©2661 2564 S 23,04 K 14,05 
Gef.: 25,¢ 72 23,32 13,83 
Beide Substanzen gaben simtliche Reaktionen, die von den normalen, 
neutralen Salzen beschrieben wurden. Aus waGriger L6sung wurden mit 
Phenylhydrazinhydrochlorid Phenylhydrazone erhalten, die mit den aus 
den neutralen Salzen dargestellten identisch waren (Fp. und Mischschmelz- 
punkt: 124-125°). 
PyH-Wert der waBrigen Suspension: NH4-Salz ~ 2,7, K-Salz ~ 3,0. 
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Uber die Wirkung substituierter Thioharnstoffe 
auf die Metamorphose der Kaulquappe.* 


Von 
Jutius Kocu. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Chemotherapeutischen Forschungs- 
institutes ,,Georg-Speyer-Haus‘‘, Frankfurt a. M.) 


Mit 4 Textabbildungen. 


( Eingegangen am 25. September 1944.) 


Nachdem TH. WAGNER-JAUREGG und E. SCHREIBER [1] sowié TH. Wac- 
NER-JAUREGG und J. Kocu [2] zeigen konnten, daB Allyl- und Benzyl- 
thioharnstoff beim Kaninchen zu Hyperplasien der Schilddriise (SD) fiih- 
ren, die als Struma basedowificata bzw. Struma diffusa parenchymatosa 
anzusprechen sind, erschien es uns von Wichtigkeit eine andere Tierart 
zu finden, die es erméglicht strumigen wirksame Substanzen auf ein- 
fachere und schnellere Weise zu testen. 

Da die Metamorphose der Kaulquappe durch Thyroxin beeinfluBbar 
ist und bereits A. S. Gorpon, E. D. Go_pscumita und H. A. CHARIPPER [3] 
angegeben haben, da Thioharnstoff die Metamorphose der Kaulquappe 
hemmt, wurde die Wirkung der substituierten Thioharnstoffe untersucht. 

In Glasschalen von 11 Inhalt wurden jeweils 20 Larven von Rana temporaria 
gehalten. Nachdem das Kiemenstadium beendet war und perorale Nahrungs- 
aufnahme stattfand, wurden die Tiere mit zerkleinertem, gekochtem Spinat 
oder Salat gefiittert. Die Schalen wurden taglich gereinigt und mit frischem 
Leitungswasser versehen, dem Zusitze von Thioharnstoffen oder Thyroxin oder 
beidem gemacht wurden. Die Entwicklung der Tiere wurde taglich kontrolliert 
und als Endpunkt der Metamorphose der Tag angesehen, an dem die Tiere in- 
folge Aufnahme der Lungenatmung im Wasser ertranken. 

Es entsprechen den von A. S. GorDON (lI. c.) angewandten 330 mg Thioharn- 
stoff rund 503 mg Allylthioharnstoff, 722 mg Benzylthioharnstoff und 1,4 g Di- 
benzylthioharnstoff. 

Die Tiere lieBen sich in Wasser halten, das 500 mg Allylthioharnstoff enthielt. 
Benzyl- und Dibenzylthioharnstoff muBten jedoch wegen ihrer Schwerléslichkeit 
und Giftigkeit in geringerer Konzentration zur Anwendung kommen. In einer 


* Vorliegende Mitteilung war bereits Ende 1944 abgeschlossen, gelangte 


aber der auBeren Verhiltnisse wegen erst jetzt zur Veréffentlichung. 

[1] WAGNER-JAUREGG, Tu. u. E. Scureiper: Diese Z. $17, 21 (1944). 

[2] WaGNER-JAUREGG, Tu. u. J. Kocn: Z. Naturforsch. 2b, 14 (1947). 

[3] Gorpon, A. S., E. D. Gotpscumitn u. H. A. Cuaripper: Nature 152, 
504 (1943). 
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Lésung von 75 mg/] Benzylthioharnstoff lebten nach 5 Tagen noch 50% und nach 


weiteren 2 Tagen nur noch 10% der Versuchstiere, so da die Versuche mit I 
45 mg/l durchgefiihrt werden muBten. Auch Dibenzylthioharnstoff war nur in ‘ 
der gleichen Konzentration vertraglich. 1 





bs ~~ 


Abb. 1. Kaulquappen 31 Tage in Leitungswasser. 








Abb. 2. Kaulquappen 31 Tage in Wasser, das 330 mg Thioharnstoff im Liter enthilt. 


Innerhalb von 31 Tagen metamorphosierten die zum Versuch benutzten 
2,5cm grofen Larven, wenn sie in frischem Wasser gehalten wurden. 
Alle mit Thioharnstoffen und substituierten Thioharnstoffen behandelten 
Tiere zeigten in der gleichen Zeit keine Entwicklung von Vorderbeinen 
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ach 
mit bei verschieden stark ausgebildeten Hinterbeinen. Thioharnstoff lat noch 
In eine normale Ausbildung von vollbewegungsfihigen Hinterbeinen zu. 

Unter dem EinfluB von Benzylthioharnstoff werden die Hinterbeine deut- 
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Abb. 3. Kaulquappen 31 Tage in Wasser, das 500 mg Allylthioharnstoff im Liter enthalt. 


aa 








Abb. 4. Kaulquappen 31 Tage in Wasser, das 45 mg Benzylthioharnstoff im Liter enthalt. 


lich gelahmt und durch die Einwirkung von Allylthioharnstoff kommt es 
nur zur Ausbildung sehr kurzer Hinterbeine. In allen Fallen entfalteten die 
Tiere ein beachtliches Dickenwachstum und waren freBlustig (s. Abb. 1-4). 

Die durch die  substituierten Thioharnstoffe hervorgerufene Entwick 


lungshemmung erwies sich als reversibel, denn in frischem Leitungswasser 
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erholen sich die Tiere schnell und metamorphosieren in folgender Reihen 
folge: 1. Benzylthioharnstofftiere, 2. Allylthioharnstofftiere, 3. Thioharn 
stofftiere. Dabei ist es ohne Bedeutung ob die Larven dem Einflu8 de: 
Thioharnstoffe 30 oder 60 Tage ausgesetzt waren. Die mit Allyl- und Ben- 
zylthioharnstoff behandelten Kaulquappen entwickeln sich zu Fréschen, 
die wegen der Lahmungserscheinungen der hinteren Extremitaten in 
80°, der Fi'e nicht zu springen vermégen. Die Larven, die unter dem 
Einflu8 von Thioharnstoff gelebt hatten, entwickelten sich zu normalen 
Fréschen. 


Tabelle 1. Der Einflufs verschiedener Thioharnstoffe auf die Entwicklung der 
Kaulquappe. 


Die Versuche wurden in der Zeit vom 5. 6.—5. 7. 44 durchgefiihrt. 





Tag 330 mg | 500 mg | 45 mg 1 45 mg 1 
des Ver- Leitungswasser Thio- Allylthio- Benzylthio- Dibenzylthio- 
suches harnstoff harnstoff harnstoff harnstoff 





Zu jedem Versuch wurden 20 Tiere benutzt. 


oO oO oO Oo 
oO 2 Tiere tot fe) 
Frésche 
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3. 
24. 
5. 
7. 


2 Tiere tot 
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oO 
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Im folgenden wurde versucht, die durch Thioharnstoffe hervorgerufene 
Entwicklungshemmung durch Thyroxin zu beeinflussen. Es konnte be 
statigt werden, daB die von A. S. Gorvon (I. c.) angegebene Thyroxin- 
konzentration 1:5000000 ausreicht, um die durch Thioharnstoff aus 
geléste Entwicklungshemmung aufzuheben. Dagegen vermochte Thyroxin 
nicht die durch Allyl- oder Benzylthioharnstoff geschadigten Larven zur 
Metamorphose zu bringen. Die Kaulquappen kommen nicht iiber das 
Hinterbeinstadium hinaus. Es war jedoch ein Unterschied in der Wirkung 
des Thyroxins insofern zu erkennen, als die unter dem EinfluB von Allyl- 
thioharnstoff lebenden Kaulquappen verenden ohne Vorderbeine angelegt 
zu haben, wahrend die mit Benzylthioharnstoff behandelten Tiere kleine 
Erhebungen an ihrem K6rper zeigen, aus denen sich beim normalen Tier 
die Vorderbeine ausstiilpen. Die Ergebnisse der Beobachtungen sind in 
Tabelle 2 zusammengestellt. 

Die Kaulquappe ist nach dieser Untersuchung durchaus als Testobjekt 
geeignet, um strumigene Eigenschaften von wasserléslichen Substanzen 
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labelle 2. Der EinfluB des Thyroxins auf die Entwicklung der Kaulquappe bei 
der Anwesenheit verschiedener Thioharnstoffe. 





Thyroxin 1: 5000000 Thyroxin 1 : 50000000 


45 mg/l 1 45mg! 
330 mg/l soomg! 
§ atertiaal Benzyl- | Leit Benzyl- 
des Ver- cei Thio- Allylthio- thio. pias Thio- Allylthio- oe. 
suches harnstoff harnstoff harnstoff harnstoff 


Tag 330 mg/l | scomg 1 


harnstoff harnstoff 





20 Tiere 20 Tiere 20 Tiere} 20 Tiere] 20 Tiere 20 Tiere 20 Tiere! 20 Tiere 
20 Tiere 20 Tiere 20 Tiere 20 Tiere] 20 Tiere 20 Tiere 20 Tiere 20 Tiere 
20 Tiere 20 Tiere 20 Tiere 20 Tiere] 20 Tiere 20 Tiere 20 Tiere 20 Tiere 
20 Tiere 20 Tiere 20 Tiere | 20 Tiere} 20 Tiere 20 Tiere 20 Tiere 20 Tiere 
Beg.E. 20 Tiere 20 Tiere 20 Tiere} 20 Tiere 20 Tiere 20 Tiere Tiere 
20 Tiere Beg.E. 20 Tiere! 19 Tiere} 20 Tiere 20 Tiere 20 Tiere 20 Tiere 
20 Tiere 20 Tiere Beg.E. Beg.E. | Beg.E. 20 Tiere 20 Tiere 20 Tiere 
HB.St. (19 Tiere 16 Tiere 17 Tiere] 20 Tiere Beg.E. 20 Tiere 20 Tiere 
20 Tiere: HB.St. 15 Tiere 16 Tiere] HB.St. 20 Tiere Beg.E.  Beg.E. 
VB.St. 18 Tiere 2 Tiere 11 Tiere} 20 Tiere HB.St. | 20 Tiere 20 Tiere 
1 Tier 17 Tiere. o Tiere o Tiere} 20 Tiere 20 Tiere; HB.St. HB.St. 

o Tiere VB.St. VB.St. 20 Tiere 19 Tiere 20 Tiere 

o Tiere 20 Tiere 17 Tiere|19 Tiere 20 Tiere 

17 Tiere VB.St. |17 Tiere 20 Tiere 
14 Tiere'16 Tiere, 6 Tiere 20 Tiere 
o Tiere 10 Tiere! 0 Tiere’ 3 Tiere 
o Tiere o Tiere 


we WwW he 


~ 
) 





Erklarung: Die Versuche wurden in der Zeit vom 18. 5.-30. 5. 1944 bzw. §. 6.-21. 6. 1944 durch- 
gefiihrt. Es wird jeweils die Anzahl der lebenden Tiere und die charakteristischen Merkmale der Ent- 
wicklung angegeben. Es bedeuten: Beg.E. = Beginnende Einschniirung der Larven, HB.St. = Hinter- 
beinstadium, Hinterbeine voll entwickelt, VB.St. = Vierbeinstadium, Schwanzflosse noch vorhanden. 


zu erkennen. Eine Substanz ist dann als strumigenwirksam zu bezeichnen, 
wenn die durch sie verursachte Entwicklungshemmung durch Thyroxin nicht 
aufgehoben werden kann. 

Nach F. Buu [1] soll die durch eine pflanzliche Noxe ausgeléste Struma 
diff. parenchymatosa dadurch zustande kommen, daB die in der Leber vor- 
handene Dejodase soweit geschadigt wird, daB aus dem KO6rper zugefiihr- 
tem organischem oder anorganischem Jod kein Jodwasserstoff mehr ab- 
gespalten werden kann, der alleine geeignet ist in der SD, durch Wirkung 
einer Jodase, das spez. JodeiweiB aufzubauen. DaB unter dem EinfluB von 
Allylthioharnstoff, einer chemischen Noxe, die Jodase der Schilddriise 
nicht vollkommen zerstért wird, konnte bereits im Kaninchenversuch 
durch gleichzeitige Behandlung mit Dijodtyrosin gezeigt werden [2]. 
Im Kaulquappentest ist ebenso deutlich zu sehen, daB die substituierten 
Thioharnstoffe reversible St6rungen in der Produktion des SD-Hormons 


[1] Bium, F.: Schweizer med. Wschr. 68, 889 (1938); 71, 811, 836, 1612 (1941 
72, 1301, 1329 (1942) u. 73, 1046 (1943). 

[2] WaGNeER-JAuREGG, Tu. u. J. Kocn: Z. Naturforsch. 2 b, 14 (1947), Tab. 1 
Kan. 413. 
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hervorrufen. Die strumigene Wirkung der chemischen Noxe kann nicht 
auf einer Hemmung der Leberdejodase beruhen, sondern muB in einer 
spez. Reaktion in der SD gesucht werden. Es scheint zu einer Inaktivierung 
der SD-Jodase zu kommen, wobei den substituierten Thioharnstoffen di: 
Wirkung von Fermentgiften zugeschrieben werden kénnte [1]. 


Zusammenfassung. 


Ebenso. wie Thioharnstoff hemmen verschiedene substituierte Thio 
harnstoffe die Metamorphose der Kaulquappe, aber nur die durch Thio 
harnstoff, der im Kaninchentest keine strumigene Wirksamkeit entfaltet, 
verursachte Entwicklungshemmung kann durch Thyroxin aufgehoben 
werden. 

Allyl thioharnstoff, der im Kaninchenversuch die SD am schnellsten in 
ein ,,Basedowstadium“ iiberfiihrt, hemmt im Kaulquappentest die Meta 
morphose am stirksten. 

Benzylthioharnstoff, der im Kaninchentest die SD in ein ,,Prabasedow 
stadium“ bringt, hemmt im Kaulquappentest schwicher als Allylthio 
harnstoff. 

Dibenzylthioharnstoff bleibt im Kaulquappentest ohne Wirkung [2]. 
Die Ursache fiir die Entwicklungshemmung der Kaulquappe mu8 in dem 
Unvermégen der SD Thyroxin zu bilden gesucht werden. Da von aufen 
zugefiihrtes Thyroxin bei strumigen wirksamen, substituierten Thioharn- 
stoffen keine Aufhebung der Hemmung bewirkt, muB diese durch eine 
direkte Reaktion in der SD ausgelést werden. 

Auch an dieser Stelle méchte ich Herrn Prof. Dr. Th. WAGNER-JAUREGG fii! 


seine Unterstiitzung bei vorliegender Arbeit meinen besten Dank aussprechen. 
Die Aufnahmen wurden von Herrn M. Maas gemacht. 


{1} Bei der Drucklegung wurden Ergebnisse amerikanischer und franzési- 
scher Arbeitsgruppen bekannt, die zu 4hnlichen Annahmen bei thyreostatisch 
wirkenden Verbindungen fihren. Zusammenfassend hat hieriiber berichtet 
Hur, E.: Dtsch. med. Wschr. 71, 22 (1946) sowie HELtMANN, H.: Z. Naturforsch 
2 b, 76 (1947). 

[2] Im Kaninchentest tritt nur bei taglicher Injektion hoher Dosen ein Vor- 
stadium der Struma diff: parenchymatosa ein. Offenbar ist die Resorption be: 
hoher Giftigkeit schlecht. HUrer, F.: Z. Naturforsch. 2 b, 19 (1947). 





icht 
ner 
ing 
dic 


110 


981 
sch 
itet 
ch 


or- 
be! 





Spektrochemische Untersuchungen iiber 
den Mangangehalt des Blutes. 


Von 
Hanns Wotrr. 


Aus dem Physikalischen Institut und der I. Medizinischen Klinik 


der Universitat Miinchen.) 
Mit 3 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 22, Oktober 1947.) 


Inhalt. 
Einleitung und Problemstellung. 
1) Bisherige Manganbestimmungen im Blut 
) Der spektrochemische Mangannachweis. 
) Gang der Analyse. 
4) Ergebnisse. 
5) Fehlergehalt. 
Zusammenfassung. 
Literaturverzeichnis. 


Einleitung und Problemstellung. 


In den vergangenen Jahren ist wiederholt die Frage nach der biologi- 
schen Wirksamkeit des Mangan-Ions gestellt worden. Zu ihrer Klarung 
wurde vornehmlich von physiologisch-chemischer Seite eine Reihe von 
experimentellen Untersuchungen angestellt, deren Ergebnisse zur Zeit 
noch recht liickenhaft anmuten, die aber den SchluB zulassen, daB die 
Gegenwart des Mangans im Organismus fiir den Ablauf lebenswichtiger 
Funktionen unerlaBlich ist. Allgemein kann wohl angenommen werden, 
daB dem Mangan — 4hnlich anderen katalytisch wirksamen Schwer- 
metallen — die Aufgabe zukommt, einen aktivierenden Einflu®B auf zahl- 
reiche Vorgange des intermediaren Stoffwechsels auszuiiben. 

Wahrend ein Teil der untersuchten Fragestellungen— hauptsichlich dort, 
wo sie im biochemischen Modellversuch die Rolle des Mangan-Ions bei 
der Tatigkeit verschiedener Fermentsysteme zum Gegenstand haben — fiir 
die Klinik eine vorwiegend erkenntnistheoretische Bedeutung besitzt, ist 
eine Reihe weiterer Manganprobleme fiir sie auch von praktischem Inter- 
esse. Es sind dies die teils experimentell nachgewiesenen, teils hypotheti- 
schen Wechselbeziehungen zwischen dem Mangan-Ion und 

der Tatigkeit endokriner Driisen, 
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dem Vitaminstoffwechsel (B, C, E), 

der Blutfarbstoffsynthese, 

der Erythropoese. | 
Ferner die Frage nach einer friihzeitigen Verschiebung des Manganblut 
spiegels bei klinisch noch nicht erkennbaren Manganvergiftungen. 

Ob eine Klarung dieser Zusammenhange fiir die Klinik fruchtbare Folge 
rungen ergibt, bleibt vorerst offen. Als methodische Voraussetzung fiir di 
Untersuchung derartiger Fragestellungen erscheint jedoch eine exakt: 
quantitative Erfassung des Mangan-Ions im lebenden Organismus un 
erlaBlich. Diese war mit den bisher angewendeten analytischen Methoden 
kaum durchfiihrbar. Wahrend namlich die Untersuchungen von Sektions 
material Mangan-Vorkommen von 20 bis 3007°, (BERTRAND, LANG 
u. a. Autoren) in Knochen, Muskeln und parenchymatésen Organen er 
gaben, tritt das Element in denjenigen Korperfliissigkeiten und -aus 
scheidungen, die fiir den Kliniker den Spiegel des mineralischen Stofi 
wechselgeschehens darstellen — wie den Blutfraktionen, Liquor, Harn und 
Kot —, in Konzentrationen auf, die an der Grenze der quantitativen Nach 
weisbarkeit iiberhaupt stehen. 

Es wird daher in der vorliegenden Arbeit versucht, eine Bestimmungs 
methode zu entwickeln, die den Nachweis kleinster Manganmengen in 
klinischen Untersuchungsmaterialien mit ausreichender Genauigkeit ge 
Stattet. 


1. Bisherige Manganbestimmungen im Blut. 


ABDERHALDEN-MOLLER Ca. 115 Y%; 
» . O/ . 
BERG 13 Y%; 
BERTRAND 13 Y%; 
om O/ . 
LANG 2-10 y%; 
KEHOE-STORY-CHOLAK 1,5 Y%. 


Die Differenzen der Ergebnisse finden in den Fehlereigenschaften der an- 
gewendeten Bestimmungsmethoden ihre Erklarung. ABDERHALDEN und Mit- 
arbeiter schieden das Mangan nach einer Reihe komplizierter Fallungen als 
Sulfid ab. Die unverhaltnismaBig hohen Werte legen die Vermutung nahe, dal} 
bei diesem Verfahren eine vollige Isolierung des Elementes oder ein Ausschlufi 
ubiquitarer Manganspuren kaum erreichbar ist. BirrtTranp verwandelte das 
Mangan durch Erwarmung des Veraschungsriickstandes mit Peroxyd in sal- 
petersaurer Lésung in Ubermangansaure-und bestimmte die entsprechende 
Purpurfarbung kolorimetrisch. Bope und HeEmpep stellten in ihren Kontroll- 
untersuchungen fest, da8 die Bestimmungen durch die Gegenwart von Kupfe: 
und Eisen stark gestért werden und eine unterschiedliche Erwarmung der glei- 
chen Proben zu erheblichen Abweichungen der Ergebnisse fiihrt. Es wurden hier- 
bei Streuungen bis zu + 1000% (!) gefunden. Bere bestimmte das Mangan 
auf gravimetrischem Wege und bediente sich damit eines analytischen Prinzips. 
das unseren heutigen Genauigkeitsanspriichen an Messungen kleinster Element- 
konzentrationen nicht mehr geniigt. KEHor-STtoryY-CHOLAK arbeiteten als erste 
mit einem spektrographischen Nachweisverfahren und fanden hierbei wesentlich 
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geringere Manganmengen als die anderen Autoren. Sie beschrankten sich aut 
eine Angabe der vermuteten GroéBenordnung da die quantitative Nachweisgrenze 
ihrer Methode durch die beobachteten Manganvorkommen nicht erreicht wurden. 

Nimmt man als Ursache fiir die Uneinheitlichkeit der angefiihrten Er 
gebnisse eine unzureichende Empfindlichkeit oder ungeniigende Spezifitat 
der angewendeten Bestimmungsverfahren an, so erhebt sich die Frage nach 
einem Nachweisprinzip, das die genannten Fehlerquellen vermeidet. Dies 
scheint in der Emmissionsspektrographie gegeben, deren hohe Empfind 
lichkeit die Feststellung kleinster Spuren gestattet und deren Spezifitit 
durch die Anwesenheit weiterer Elemente im Analysenmaterial nicht ge- 
stort wird. 

2. Der spektrochemische Mangannachwets. 

Da bei der direkten spektralen Anregung des Untersuchungsmaterials 
keine Manganlinien zur Abbildung kamen, erwies sich zur Erreichung der 
notwendigen Nachweiskonzentration eine Einengung des Blutes als erforder- 
lich. Seine Veraschung erfolgte in einem elektrischen Heizofen, dessen 
Innentemperatur nach vorheriger Eichung mittels eines Thermoelementes 
auf -++ 10° einreguliert werden konnte. 

Als Vergleichselement wurde Kobalt gewahlt, dessen spektrale Eigen- 
schaften — Anregungstemperatur, Ionisierungsspannung, Bogenempfind 
lichkeit, Linienverteilung im Spektrum usw. — denen des Mangans weit- 
gehend entsprechen. Es wurde dem Untersuchungsmaterial in Form von 
Kobaltchlorid zugesetzt, dessen Schmelzpunkt mit 735° nicht niedriger 
liegt als der der meisten Manganverbindungen. Eine Verdampfung der 
Analysensubstanzen brauchte daher bei einer Veraschungstemperatur von 
600° kaum befiirchtet werden. Um trotzdem das Verhalten unbekannter 
Manganverbindungen des Blutes hinsichtlich ihrer Sublimationstendenz 
zu kontrollieren, wurde bei einer Reihe von Testproben der minimale — und 
mutmaBlich nur von Spritzern stammende — Salzniederschlag im Tiegel- 
deckel spektrographisch untersucht und hierbei das gleiche Mn: Co-Ver- 
haltnis festgestellt wie im Tiegelinnern. Zur spektralen Anregung des 
Untersuchungsmaterials wurde ein Hochspannungswechselstrombogen 
von 7,35 KW beniitzt, iiber dessen besondere Eignung fiir den Spuren- 
elementnachweis bereits ausfiihrlich berichtet wurde [1]. 

Da sich die unter physiologischen und pathologischen Umstinden im 
Blut zu erwartenden Manganvorkommen nur in der GréBenordnung von 
wenigen Gammaprozent und deren Bruchteilen bewegen, kamen fiir den 
Nachweis lediglich die empfindlichsten Bogenlinien in Frage. Derartige 
, letzte Linien“* des Mangans — die spektralen Erscheinungsformen der im 
angeregten Manganatom am haufigsten auftretenden Elektronenspriinge 
stellen die Bogentriplette Mn I 4034,5 — 4033,0 — 4030,8 A und Mn I 

[1] Einzelheiten iber Anordnung und Schaltung des Bogens sowie tiber Prinzip 
und Technik der spektrochemischen Spurenelement-Analyse siehe WOLFF. 
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2801,1 — 2798,3 — 2794,8 A dar. Das lichtstiirkere, im blauen Teil di 
sichtbaren Spektrums gelegene Triplett erwies sich fiir analytische Zweck: 
nicht geeignet, da der Plattenuntergrund dieses Bereiches bei der Ve1 
wendung von Kohleelektroden durch Cyanbanden und das Gliihlicht de; 
Kohle erheblich gestért wird. Bei Beniitzung von Metallelektroden 
(Elektrolytkupfer oder Aluminiumeloxal) kamen die Manganlinien zwa: 
isoliert zur Darstellung, die allgemeine Nachweisempfindlichkeit wurd 
jedoch derart herabgesetzt, daB die von den Manganatomen im Boge: 
emittierten Intensitaten die Schwarzungsschwelle der Emulsion nicht e1 
reichten. Auch der Versuch, die koinzidierenden Banden durch eine Er 
hdhung der Dispersion auseinanderzuziehen — zu welchem Zwecke di 
Prismen des verwendeten Glasspektrographen (STEINHEIL GH) soweit 
aus der Minimumstellung der Ablenkung gedreht wurden, bis ein wesent 
licher Gewinn an Dispersion bei einem tragbaren Verlust an Auflésungs 
verm6égen_ resultierte gestattete keine unbeeinflubte Abbildung des 
Tripletts. Fiir den Nachweis konnte also nur eine Linie des im st6rungs 
freien Teil des Ultravioletts gelegenen Tripletts Mn I 2801,1 — 2798,3 
2794,8 A in Frage kommen. Hierbei schied die erste Linie aus, da sit 
stets von der Magnesium-Funkenlinie Mg If 2798,0 A iiberblendet wird, 
die infolge des hohen Magnesiumsgehaltes organischer Untersuchungs- 
materialien auch im Bogen zur Anregung kommt, desgleichen ist die 
zweite Linie des Tripletts von Mg Il 2795,5 zumeist nicht einwandfrei zu 
trennen. 

Es wurde daher Mu i 2801,1 zur Analyse beniitzt. Ihre Beziehungen zu 
den benachbarten Linien werden durch die beigefiigte Ubersicht (Tab. 1) 
und ein Spektrogramm des betreffenden Spektralbereichs (Abb. 1) ver 


—Mg I 28037 
|-—-MnZ 28047 
|| -Mg72796,0 





Abb. 1. Lage von Mn I 2801,1 im Blutspektrum. 


anschaulicht. Sie kommt bei der Verwendung von Quarzspektrographer 
mit zureichender Dispersion (ZeiB Qu 24, Steinheil 5, Fue8 Spektrograph 
9x24) von ihrer Umgebung eindeutig getrennt zur Darstellung. Ihr 
Intensitat ist der geringen Konzentration des Blutmangans entsprechend 
schwach, die Schwarzung jedoch liegt innerhalb der Grenzen photometri 
scher Auswertbarkeit. 

Fiir den photometrischen Vergleich standen im ultravioletten Teil des 
Spektrums zahlreiche Kobaltlinien zur Verfiigung, die einerseits giinstig 
zu Mn I 2801,1 lagen und andererseits derartig groBe. Kobaltmengen zu 
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Tabelle 1. Beziehungen von Mn I 2801,1 A zu seinen Nachbarlinien 
im Blutspektrum. 








Linie Beziehungen zu Mn I 2801,1 A 
Mg II 2802,7 stets stark vorhanden, stért nicht 
Pb I 2802,0 im Blut oft vorhanden, stért nicht 
Zn I 2802,0 im Blut nicht angeregt 
Mn I 2801,1 Mangananalysenlinie 
Zn 1 2800,8 im Blut nicht angeregt 
Mn I 2798,3 von Mg II 2798,0 tiberblendet 
Mg II 2798,0 stets stark vorhanden 


ihrer Sichtbarmachung bedurften (100-500 y Co im Bogen), daB eine Be- 


einflussung der analytischen Genauigkeit durch die physiologischerweise 


auftretenden Kobaltvorkommen des Blutes (mutmaBlich 1,0 7°.) nicht 
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Abb. 2 Eichgrade MnI 2801,1 : CoI 2§21,4. 
| S = Schwarzungsverhaltnis, K = log Konzentration (;). 
zu befiirchten war. Mehrere dieser Linien wurden auf ihre Eignung als 
Vergleichslinie gepriift. Die brauchbarste Eichkurve ergab sich bei Be- 
niitzung von Co I 2521,4 A; ihre MeBpunkte bildeten eine annahernd 
abweichungsfreie Gerade (s. Abb. 2). Da die hierbei zur Messung kom- 
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menden Lichtintensitaten simtlich dem linearen Abschnitt der Platten 
schwarzungskurve angehérten, wurde K (log-Konzentration) in der Eich- 
kurve als Funktion des Schwarzungsverhaltnisses AS [1] der Linien 
dargestellt und auf eine Auswertung mittels des Intensitatsverhiltnisses 
A Y [2] verzichtet. 

Um Co I 2521,4 eine Intensitat zu verleihen, die der von Mn I 2801,1 im 
mittleren Eichbereich annahernd entsprach, waren im Bogen 10000 y Co 
erforderlich. 

Die Lage von Co I 2521,4 im Blutspektrum ist aus Tab. 2 und Abb. 3 
ersichtlich. 


Tabelle 2. Beztehungen von Co I 2521,4 A zu seinen Nachbarlinien 
im Blutspektrum. 





Beziehungen zu Co I 2§21,4 A 





stets stark vorhanden, stért nicht 
moglicherweise anregbar, st6rt nicht 
Kobaltanalysenlinie 

stets vorhanden, stért nicht 

stets vorhanden, st6rt nicht 


—Fe Z 2522,9 
Col 25244 


Abb. 3. Lage von Co I 2521,4 im Blutspektrum. 


Um die Arbeitsbedingungen der Eichung denen der Blutanalyse még- 
lichst anzugleichen, wurde als Trager der Eichsubstanzen (Mangan- 
chlorid und Kobaltchlorid) Ringerlésung beniitzt. Aus diesem Grund wur- 
den auch die gestaffelten Testlédsungen (0,1, 0,2, 0,5, 1,0 und 5,07 Mn auf 
je 10000 y Co in je 50 ccm Ringerlésung) nicht in fliissigem Zustande an- 
geregt, sondern eingedampft und in Form ihrer zuriickbleibenden Salze 
— analog den mineralischen Riickstanden der Blutveraschung — auf die 
Elektroden gebracht. 


3. Gang der Analyse. 


50 ccm Blut (ausreichend fiir 2-3 Bestimmungen) wurden aus der Vene 


entnommen und unter standigem Schiitteln in einem Kolben mit 3 ccm 
10°,iger mangan- und kobaltfreier Natrium-Citrat-Lésung aufgefangen. 


Nach griindlicher Durchmischung wurden 10000 y Co (= 1 ccm einer 
4,0379°% igen Kobaltchloridlésung) zugesetzt, wieder griindlich geschiittelt, 


[1] Siehe WoLFF: a. a. O. 
[2] Siehe WoLFF: a. a. O, 
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in eine flache Quarzschale iiberfiihrt und im Trockenschrank 6-8 Stunden 
bel 150° eingetrocknet. Der gewonnene Riickstand wurde in einer Achat- 
kugelmiihle pulverisiert und hierauf ein Fiinftel desselben in einen Platin 

tiegel iiberfiihrt. Der Deckel des Tiegels war mit einer zentralen Bohrung 
versehen, durch welche eine mit einer Sauerstoffflasche verbundene Kristall 

kapillare in das Tiegelinnere ragte. Hierauf wurde in einem elektrischen 
Heizofen verascht. Die Veraschungsdauer betrug 5-10 Minuten bei 600°. 
Die Temperatur lag somit zwischen der zur Verbrennung der organischen 
Substanz erforderlichen Mindesttemperatur (ca. 500°) und den Schmelz- 
punkten der Mangan- und Kobaltverbindungen. Auf die gleiche Weise 
wurde das restliche Blutpulver portionsweise aufgearbeitet. Nach Be 

endigung der Veraschung wurde zur Oxydation der unverbrannten Kohlen 

stoffreste ein milder Sauerstoffstrom wahrend der Dauer von 3 bis 5 Mi 

nuten durch den Tiegel geleitet. Um jede unerwiinschte Temperatursteige 

rung (Geblasewirkung) zu vermeiden, muBten die zugefiihrten Sauerstoft 
mengen sehr gering gehalten werden (<< § ccm/sec). Die das Tiegelinnere 
in Form einer feinen Glasur bedeckenden mineralischen Riickstande wur- 
den hierauf mit 2n-Salzsiure quantitativ in eine Achatschale iiber 
gewaschen und auf einer Heizplatte eingetrocknet. Die zuriickbleibende 
Salzkruste wurde mit dem Achatmorser pulverisiert und zur Anregung 
auf die Elektroden aufgetragen. 

- Als Elektroden dienten Spektralkohlenstifte (Gebr. Ruustrat, Got- 


tingen) von 2,5 cm Lange und 0,5 cm Durchmesser. Sie waren mit einer 


Bohrung von ca. 2mm Tiefe und 3,5 mm lichter Weite versehen, in welche 
die Analysensubstanz eingefiillt und mit einem Glasstabchen festgedriickt 
wurde. Hierbei erhielten Anode und Kathode eine Salzfiillung. Als Trager 
der Entladungsstrecke diente ein neuartiges Elektrodenstativ, iiber das 
bereits an friiherer Stelle vom Autor berichtet wurde. 

Die Elektroden wurden pro Analyse dreimal aufgeladen und zum Leuch- 
ten gebracht. Die drei Fiillungen wurden zur Erzielung der erforderlichen 
Linienschwarzung auf der gleichen Plattenstelle iibereinander aufgenom 
men. Dieser Vorgang wurde zumeist ein- bis zweimal wiederholt, damit 
fiir die Analyse mehrere Spektrogramme zur vergleichsweisen Auswertung 
vorlagen. 

Nach Aufsuchen der Linien vor dem Leuchtschirm wurde mit einem 
ZeiBschen Spektrallinien-Schnellphotometer das Schwiarzungsverhaltnis 
AS Mn I 2801,1: Co I 2521,4 bestimmt und die zu AS gehérige Mangan 
menge direkt aus der Eichkurve abgelesen. 

Spektrograph: ZeiB Qu 24. Offmung: 1:12,5. Spalt: 0,015 mm. Elektroden- 


abstand: 1,5 mm. Abstand Bogen-Spalt: 100 mm. Bogenstromstarke: 4 Amp. 
Ziindspannung: 2,6 KV. Belichtungszeiten: I. Fiillung 50sec. II. Fillung 60sec., 
III. Fiillung 60sec. Platten: Perutz ,,Graphisch B‘. Entwickler: Atznatron- 
Hydrochinon. Entwicklungsdauer: 3% Minuten (genau). Entwicklungstempe- 
ratur: 18° (genau). 
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Die Zuverlassigkeit der bestimmten Werte ist wie bei allen mikroanalytischen 
Verfahren in erster Linie von der Genauigkeit der Arbeitsweise abhangig. Um 
eine Einschleppung von Verunreinigungen zu vermeiden wurden die benutzten 
Gerate vor dem Gebrauch der Reihe nach mit konzentrierter Salzsdure, Aqua 
dest. und Aqua bi(tri)dest. (frei von Metallspuren) behandelt. Bodensatze wurden 
mit Chromschwefelsaure entfernt und in der beschriebenen Reihenfolge nach- 
gewaschen. Die zur Blutentnahme beniitzten Kaniilen waren aus nicht rostendem 
Material und wurden in Aqua bidest. sterilisiert und in doppelt destilliertem 
Ather aufbewahrt. Zur Analyse wurden nur Reagenzien héchsten Reinheits 
grades verwendet, die zuvor spektrographisch auf ihre Mn und Co-Freiheit ge- 
prift worden waren. Im Bedarfsfalle wurden sie durch Destillation (Sauren) oder 
Adsorption gereinigt. 

Die Reinigung der Elektroden von letzten metallischen Spuren erfolgte vor 
dem Gebrauch durch Ausgliihen in einem Gleichstrombogen von 15 Amp. und 
110 V. Um eine ungleichmafige Erhitzung der Kohlen zu vermeiden, wurde 
nach 15 Sekunden die Stromrichtung gewechselt und weitere 15 Sekunden nach- 
gegliiht. 


4. Ergebnisse. 


Mit Hilfe der beschriebenen Methode wurde bei 48 Mannern und 
12 Frauen im Alter von 18 bis 48 Jahren der Manganspiegel des Blutes 


untersucht. Die Versuchspersonen waren — bis auf eine mit leichten vaso 


neurotischen Beschwerden (Nr. 22) und eine weitere mit einem in Ab 


Manner. 
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Frauen. 








0.16 
0,10 
0,31 
0,14 
0,18 
0,24 





Mittelwert der Manner: 0,17 ¥ % 
Haufigster Wert der Manner: 0,16 y % 
Mittelwert der Frauen: 0,15 y %. 


heilung begriffenen Ulcus ventriculi (Nr. 78) — durchwegs gesund. Eine 
berufliche Berithrung mit Mangan abgebendem Arbeitsmaterial war in 
jedem Falle ausgeschlossen. Die Ernahrung enthielt die allgemein iiblichen 
Kostformen. 

Um die FehlergréBe der Ergebnisse méglichst gering zu halten, wurden 
die Bestimmungen zwei- bis dreifach ausgefiihrt und als Endergebnis das 
arithmetische Mittel der Einzelwerte eingesetzt. 

Legt man die angefiihrten Ergebnisse zugrunde, so darf eine durch 
schnittliche Héhe des Manganspiegels von 0,10 bis 0,30 y°,, angenommen 
werden. Damit wiirden sich die Resultate in der von Kenor und Mit 
arbeitern vermuteten Richtung bewegen. 

In der Aufgabestellung der Arbeit war es ferner vorgesehen, die mann 
lichen und weiblichen Manganblutwerte gegeniiberzustellen und auf ein 
méglicherweise unterschiedliches Verhalten zu untersuchen. Leider war aus 
technischen Griinden nur bei 12 weiblichen Versuchspersonen eine Be 
stimmung des Manganblutspiegels méglich. Vergleicht man an Hand des 
vorliegenden Ergebnismaterials die Mittelwerte der Manner und Frauen, 
» etwas niedriger als 


0 


so findet man das weibliche Blutmangan mit 0,15 
das mannliche mit 0,17 y°,4. Dieser Tatsache kann angesichts des geringen 
Umfanges des weiblichen Kollektivs keine Bedeutung zugemessen wer 
den, da die beobachtete Differenz ebenso durch die Zufallsstreuung des 
Beobachtungsmaterials wie durch ein unterschiedliches Verhalten ver 
ursacht sein kann. 


5. Fehlergehalt. 


Zur Bestimmung des Fehlergehaltes der Methode wurden an einem 
AderlaB von 600 ccm 24 Parallelbestimmungen durchgefiihrt. Es ergab 
sich hierbei eine maximale Abweichung von 16°,,. Die mittlere Ab 
weichung [1] betrug 6,8°,,. 


[1] 9 | tL Wy v P arithmet. Mittel, 4 Mebwert 
i 
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Wenn auch die Streuungsméglichkeiten des Verfahrens durch den be- 
grenzten Umfang der Kontrollen nicht vollstandig erfaBt sein diirften, so 
ist doch durch sie der durchschnittliche Fehlergehalt des Ergebnisses hin 
langlich gekennzeichnet. 

Der Fehlergehalt des Mittels dreier Parallelbestimmungen war in den 


meisten Fallen - + 10%. 


Zusammenfassung. 


Es wird ein quantitativ-emissionsspektrographisches Verfahren zur Be 
stimmung des Manganblutspiegels vorgeschlagen und ausfiihrlich be 


schrieben. 

Mit Hilfe des beschriebenen Verfahrens werden an 12 Frauen und 
48 Mannern im Alter von 18 bis 48 Jahren Untersuchungen des Mangan 
blutspiegels durchgefiihrt. Die gefundenen Werte zeigen eine durchschnitt 
liche Schwankungsbreite von 0,10 bis 0,30 y%%. Der Mittelwert der Manner 
betrug 0,17 7°%, der der Frauen 0,15 y°%. Die maximale Abweichung be 
trug + 16°, bei 24 Kontrollbestimmungen. Die mittlere Abweichung 
6,8°,,. Bei dreifacher Durchfiihrung der Analysen war der Fehlergehalt 
des Mittels meist << + 10%. 

Fiir ihr forderndes Interesse bin ich Herrn Professor Dr. W. Gertacn, Herrn 
Professor Dr. W. Stepp und Herrn Dozent Dr. habil. W. RoLLWAGEN zu grobem 
Dank verpflichtet. 
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Uber fermentative Nicotinentgiftung 
durch tierisches Gewebe. 


IV. Mitteilung.)* 
Von 
E. WERLE und E. Uscno.ip ft. 
(Aus dem Laboratorium der Chir. Universitatsklinik Miinchen.) 
Mit 2 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 25. Dezember 1944.) 


1. Abbaufahigkeit fiir Nicotin von Organen verschiedener Tiere. 


An Hand der von uns [3] angegebenen kolorimetrischen Methode zur 
Nicotinbestimmung wurden die Organe verschiedener Tiere auf ihre 
nicotinentgiftende Kraft untersucht. Ein ,,Normalansatz‘‘ enthielt 800 mg 
frischer Organschnitte und aus Griinden der kolorimetrischen Bestimmungs- 
methode nicht wie friiher 500 7, sondern 400 y Nicotin (in 0,4 ccm Wasser) 
und 2,8 ccm Tyrodelésung. Nach 3stiindigem Schiitteln bei 37° unter O, 
wurde die noch vorhandene Nicotinmenge kolorimetrisch [3] bestimmt. 

Wie friiher [1, 2] beim Kaninchen und Meerschweinchen, so ergab sich 
auch bei Katze, Hund und Ratte die gréBte Abbaufahigkeit in der Leber. 
Sie war geringer in der Lunge, am schwichsten in der Niere. Eine geringe 
Abbaufahigkeit, die uns friiher entgangen war, wies auch das Gehirn auf. 
Die Tabelle 1 gibt die ermittelten Abbauwerte wieder. 


Tabelle 1. Nicotinabbau durch tierisches Gewebe. Abbau in Prozent der vor- 
gelegien Nikotinmenge (400 y), Reaktionszeit 3 Stunden bei 37 Grad. 





Tierart | Leber Lunge Niere Hirn 





26 17 


160 10 


Meerschweinchen . . 57 
EME Se eee Cadet 40 

RNS a a Se 4c 17 ; 
Re ger en ee 30,5 14 5-8 


* 1. Mitteilung: WERLE, E., diese Z. 298 (1938); 2. Mitteilung: Werte, E. u. 
MULLER, diese Z. 308, 355 (1941); 3. Mitteilung: WERLE u. Becker, diese Z. 


$13, 182 (1942). 
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2. Abbaufahigkeit menschlicher Organe fiir Nicotin. 
Die Frage nach der nicotinentgiftenden Fahigkeit menschlicher Organ 
konnte an gesundem lebensfrischem Material gepriift werden. Zur Unte: 
suchung kamen die in Tabelle 2 angegebenen Organe. 


Tabelle 2. Nicotinabbau durch Organe des Menschen in Prozent der vorgelegt 
Nicotinmenge. Normalansatze zu 0,8 g Gewebe und 400 y Nicotin. 





Organ Mann, 45 Jahre Frau, 24 Jahre Mann, 29 Jahre | Frau, 31 Jahre 





Ri eee 40 
RAM 9 isi ri gee 30 
Niere . 

Milz 

Hirn, grau 

Hirn, weil 

Diinndarm 

Muskel 


Die Abbaufahigkeit der menschlichen Organe (s. Tab. 2) nimmt, wir 
bei allen untersuchten Tieren, in der Reihe Leber, Lunge, Niere ab. Sic 
ist sehr gering bei Gehirn und Darm und bei Mannern etwas hoéher als 
bei Frauen. Ob hier Nicotingew6hnung mitspielt, lieB sich nicht ermitteln. 
DaB eine Nicotingewéhnung die Abbaufahigkeit der Gewebe und des 
Gesamtorganismus in der Tat vergr6éBert, zeigen Versuche an Ratten, dic 
weiter unten mitgeteilt werden. Frisches Armvenenblut besaB in wieder 
holten Versuchen keine Abbaufahigkeit, in Ubereinstimmung mit friiheren 
Ergebnissen. Die menschliche Placenta entgiftete 15-20%, der vorgelegten 
Nicotinmenge. Wurde sie mit Ringerlésung durchspiilt, so sank die Ab 
baufahigkeit auf 7-13°. Die Nicotinabbaufihigkeit menschlicher Organe, 
die hier erstmals an frischem Material untersucht worden ist, entspricht 
etwa derjenigen von Katzen und Hunden und liegt tiefer als die von Kanin 
chen und Meerschweinchen. 

Das Hauptentgiftungsorgan ist in qualitativer und quantitativer Hin 
sicht die Leber, doch fallt auch die Abbaufahigkeit von Lungen und 
Nieren ins Gewicht. 


3. Verhalten der Abbaufahigkeit der Organe fiir Nicotin nach chronischer 


Nicotinzufuhr bei der Ratte. 


Es wurden 16 Ratten in den Versuch genommen; sie wurden in folgende vie 
Gruppen unterteilt; 


Gruppe _ I: bestand aus 6 Tieren, die mit konstanten Nicotinmengen gespritzt 
wurden, 
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Gruppe II: aus 2 Tieren, die, anstatt Nicotinlésung, das gleiche Volumen Ringer- 
lésung erhielten, 

Gruppe III: aus 6 Tieren, die standig steigende Nicotinmengen erhielten, 

Gruppe IV: aus 2 Tieren, die an Stelle von Nicotin, das der Gruppe III ent- 
sprechende Volumen Ringerlésung erhielten. 


Die Tiere wurden vor der Injektion gewogen und danach die zu verabfolgende 
Menge Nicotin errechnet. Das Nicotin wurde zu den Injektionen so mit Ring- 
erlésung verdiinnt, daB nie mehr als 1 ccm Fliissigkeit zu injizieren war. Der 
Versuch begann mit 5 y je g Korpergewicht fiir Gruppe I und III. In den 
ersten 8 Wochen erfolgten die Injektionen jeden zweiten Tag, spater jeden vier- 
ten. Gesteigert wurde bei Gruppe IV jeden achten Tag, spater jeden zwdlften 
Tag um 1 y je g Korpergewicht. 

Anfanglich zeigten die Tiere stark herabgesetztes Allgemeinbefinden. 3-5 Mi- 
nuten nach der Injektion traten schwere tonisch-klonische Krampfe und Dys- 
pnoe auf, die jedoch nach 20-30 Minuten wieder vollkommen verschwunden 
waren. Die FreBlust und die friihere Lebhaftigkeit stellten sich erst wieder im 
Verlaufe von 1-2 Stunden ein. Durch Gewéhnung verkiirzten sich diese Zeiten 
bei Gruppe I indessen auf wenige Minuten, so daB sich die Tiere nach 10-15 Mi- 
nuten schon wieder putzten und Nahrung aufnahmen. Die Tiere der Gruppe III 
erholten sich nach Steigerung der Dosis jeweils langsamer. Ab 15 y je g Koérper- 
gewicht zeigten die Tiere nach der Injektion auBerdem noch deutliche Anzeichen 
einer meningealen Reizung: Kopf und Schwanz befanden sich in extremer 
Dorsalflexion. Dazu zeigte sich starke Dyspnoe und Erregbarkeit. Schon durch 
leises Klopfen auf die Unterlage konnten bei den Tieren heftige Zuckungen und 
Muskelkrampfe ausgelést werden. Bei 2 Tieren traten manchmal geringe Blut- 
mengen aus Nase und Mund. Trotzdem lieBen sich die Tiere der Gruppe III bis 
auf 23 y Nicotin je g Kérpergewicht gewoéhnen. An Gewicht nahmen die Tiere 
dabei nicht ab. Im Verlaufe! des Versuches gingen von Gruppe I und II je ein, 
von Gruppe III zwei Tiere ein. Eine sichere Todesursache konnte nicht festge- 
stellt werden. 

Im 6.-8. Monat nach Ansatz des Versuches wurden die Organe der Tiere 
auf ihre Abbaufahigkeit fiir Nicotin gepriift und histologisch untersucht. 
Es ergab sich folgende durchschnittliche Abbaufahigkeit in °, der vor 
gelegten Nicotinmenge. 


Tabelle RA 





Gruppe Niere 





I mit konstanten Nico- 
tinmengen gespritzt 
III mit steigenden Nico- 
tinmengen gespritzt 

II u. IV mit Ringerl6- 
sung gespritzt . 


Die Leber wies also wider Erwarten nur eine geringe Steigerung der 
Abbaufahigkeit auf. In einem friiheren, kurzfristigeren Versuch [2], in 
dem nur die Leber beriicksichtigt wurde, war noch keine Erhéhung der 
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Abbaufahigkeit eingetreten oder sie konnte mit-der biologischen }y 
stimmungsmethode nicht erfaBt werden. Bei Lunge, Niere und Hirn war d 
gegen eine Steigerung um rund 100%, festzustellen. Die Zunahme der Al) 
baufahigkeit fiir Nicotin ist in der Gruppe III, die erheblich gréBere Nico 
tinmengen erhielt als die Gruppe I, gegeniiber dieser nicht erhdht. Di: 
Steigerung der Abbaufahigkeit fiir Nicotin ist also begrenzt. 

Die histologische Untersuchung der Rattenorgane ergab bei allen Ratten i: 
der Lunge mehrfache Ablagerungen von hamosiderotischem Pigment in das 
Bindegewebsgeriist und auch in die abgestoBenen Alveolarepithelien. Es stammt 
wohl von Resten aspirierten Blutes (s. oben!). Bei einer Ratte (Gruppe I) wurde 
eine ausgesprochene Atherosclerose der PulmonalgefaBe festgestellt. Die Niere: 
gefaBe waren jedoch, hier wie in samtlichen anderen Fallen, frei. Eine Ratte de 
Gruppe III zeigte bronchopneumonische Infiltrationen im rechten Lungenfliige| 
Im iibrigen fand sich kein pathologisch-histologischer Befund, auch nicht a: 
der Leber. 

Die Steigerung der Abbaufahigkeit fiir Nicotin bei den nicotingewohn 
ten Tieren gibt sich auch in der Ausscheidungsquote im Harn und in den 
Faeces zu erkennen. Sie wurde bei gleichschweren Tieren bestimmt, welche 
a) zuvor das Alkaloid noch nicht erhalten hatten, b) bei denen es zuvo1 
dreimal, und c) bei solchen, denen es iiber viele Wochen gegeben worden 
war. Es wurden 5y Nicotin je g Kérpergewicht verabreicht. Urin und 
Faeces von 24 Stunden wurden gesammelt. Die nicht vorbehandelten Tiere 
schieden durchschnittlich 20,2°,, die kurz vorbehandelten 14,5° und di 
lange behandelten Tiere 6,7°%, der verabreichten Nicotinmenge im Harn 
aus. Der héchste Ausscheidungswert lag in Gruppe a und betrug 17°,, 
der niedrigste in Gruppe c und lag bei 3,3°%%. Vier unbehandelte Tiere 
erhielten an 10 aufeinanderfolgenden Tagen je 5 y Nicotin prog Tier. Dic 
Tabelle 4 zeigt, wie bei Ratten die Nicotinausscheidung mit der Gew6hnung 
an das Alkaloid abnimmt. 


Tabelle 4. Nicotinausscheidung im Harn von Ratten, die taglich 5» Nicotin 
pro g Kérpergewicht erhielten, in % der verabreichten Menge. 








Tage 1 2 Se 4 5 6 7 8 9 10 
Yas eT Aap Bas be 2” 15,0 | 13,4 | 10,9 | 8,4] 6,1 5,8 555 5,9 5.5 
20 er 2) 96.3) 229-110 } thd) 22.9 98,8 | 248;2 9,1 8,4 8,9 
3. Tier . | 19,9 | 15,2 | 12,0 | 10,5 730108 533 4,5 Beh 3y7 
4. Vier: 64 20 A 1 iF aS 1357 4 11,8 9,4 a 6,3 557 5.3 


Es entspricht also der héheren Abbaufahigkeit fiir Nicotin eine geringer: 
Ausscheidung des Alkaloids im Harn. 

Die Nicotinausscheidung im Harn ist bei der gewahlten Dosierung 
(5y pro g Tier) bei ungewo6hnten Tieren etwa 10 Stunden nach Verab- 
reichung beendet. Die Abb. 1 gibt die stiindlich mit dem Harn ausge- 
schiedene Nicotinmenge wieder. 
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Es wurde der Harn von § Tieren aufgefangen. Die Kurve stellt die durchschnitt- 
liche Ausscheidung eines Tieres dar. Wurde das Nicotin mehrere Tage hinter- 
einander gegeben, so war auch hier 9-10 Stunden nach der Injektion, die Nicotin- 
ausscheidung im Harn beendet. 

Die Hohe der Nicotinausscheidung im Harn des Menschen hingt na- 
tiirlich ab von der Geschwindigkeit, mit der beim Rauchen das Alkaloid 


in das Blut einstr6émt und von 





" ; 40 
der aufgenommenen Menge. So 


ist es erklarlich, daB je nach 


j 


den Versuchsbedingungen die 
Ausscheidungsquote im Harn 
bei Menschen und Tieren von 
Null [4] bis zu héheren Werten 
[5] schwankt, weil eben die 
entgiftenden Organe ihrer Auf- 


Nicotin 


gabe mehr oder weniger voll- 














kommen gerecht werden ko6n- 0 
nen. In den Faeces unserer Ver- Se ee a a 
suchsratten fanden sich maxi- Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der Nicotinausscheidung im 
mal 6 bis 8°,, der verabreichten ee er ee ee ae eat ee 
Nicotinmenge, die wohl mit der 

Galle in den Darm gelangen. Nach HERMANN [7] und Mitarbeitern geht 
namlich injiziertes Nicotin beim Hund rasch in die Galle iiber. 

In den Organen der Tiere wird Nicotin nicht gespeichert, wie Versuche 
ergaben, bei denen 24 Stunden nach der Injektion von 5 Nicotin pro g 
Tier der Brei von Leber, Lunge, Niere, Milz, Darm, Hirn und Skelett- 
muskulatur der Wasserdampfdestillation in Gegenwart von NaCl und MgO 
unterworfen wurde. Es wurde in keinem Fall mehr Nicotin angetroffen. 
Das Nicotin wird also in den Organen nicht gespeichert. 


4. Zur Kenntnis des nicotinentgiftenden Fermentes. 

Wie bereits mitgeteilt, ist das nicotinentgiftende Ferment im Organbrei, 
z. B. im Leberbrei, nur noch sehr wenig aktiv. Dies ist nicht nur auf die 
Zerst6rung der Zellstruktur zuriickzufiihren, da sie im Organbrei noch 
teilweise erhalten ist, sondern auf autolytische Vorginge, die im Organ- 
brei ablaufen. Setzt man nimlich zu Organschnitten noch steigende 
Mengen von Leberbrei oder einige mg der pflanzlichen Proteinase Papain 
(Einwirkungsdauer 3 Std.), so geht die Abbaufahigkeit der Schnitte mehr 
oder weniger vollkommen verloren. Auch nach dem Gefrieren der Organ- 
schnitte in CO,-Schnee war ihre nicotinentgiftende Fahigkeit erloschen. 
Die folgende Aufstellung gibt die bei derartigen Versuchen erzielten Ab- 
bauwerte wieder: 

Den Zusammenhang zwischen Nicotinkonzentration und -abbau gibt 


die Abb. 2 wieder, 
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Abbau in % 
der vorgelegten 
Nikotinmenge (400 } 





Oe ee i erg eg pS ge se! coe UR ee nae 7, 
0,8 g Leberschnitte + 0,2 g Leberbrei (Seesandverreibung) . 28% 
0,8 g Leberschnitte + 0,8 g Leberbrei (Seesandverreibung) . o% 
0,8 g Leberschnitte (nach Gefrieren mit CO ,-Schnee) . . . 0% 
0,8 ¢ Leberschnitte +2 Me“ Papain. 9.0 ee ke a k 28% 


Wurde die Leber von Meerschweinchen durch Phosphor-Vergiftung 
geschadigt, so sank die Abbaufahigkeit fiir Nicotin um etwa 70°), wahrend 
die Abbaufahigkeit von Lunge und Niere fast vollkommen erhalten blieb. 
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Abb. 2. Je 0,8 g Leberschnitte (von Meerschweinchen) 100 bis 5000 y Nikotin. 
3 Stunden bei 37° unter O,. 
Es wurde den Tieren etwa 10 mg gelber Phosphor unter die Haut eingenaht. 
36-48 Stunden danach wurden die Tiere, welche Allgemeinerscheinungen zeigten 
FreBunlust, Lichtscheu), getétet, die Organe auf ihre Nicotinabbaufahigkeit und 
histologisch untersucht. Die Leber zeigte Verfettung, Lungen und Nieren wiesen 
einen normalen histologischen Befund auf. 

Welche Produkte bei der Nicotinentgiftung gebildet werden, wissen wir 
noch nicht. Es bestiinde die Méglichkeit der Entstehung eines N-methy- 
lierten Produktes gemaéB der von ACKERMANN [8] beobachteten Aus- 
scheidung von Trigonellin im Harn von Hunden nach Verabreichung von 
8-Nicotinséure. Bei derartigen Methylierungen im Organismus wird die 
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Methylgruppe héchstwahrscheinlich von Methionin geliefert. Die Reaktion 
verlauft unter Sauerstoffverbrauch, wobei der Schwefel des Methionins zu 
Sulfat oxydiert wird [9]. In Versuchen, in denen wir dem Normalansatz 
mit Leberschnitten 5 mg Methionin zufiigten, trat keine Erhéhung des 
Nicotinverbrauches ein, sondern eine Verminderung, und zwar um etwa 
60%. Gemeinsam mit W. Roeser durchgefiihrte Versuche gaben denn 
auch keinen Anhalt fiir einen Abbau des Nicotins zu Nicotinsiure oder 
Trigonellin [10]. 
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Uber Vorkommen, Bildung und Abbau biogener 
Amine bei Pflanzen unter besonderer Beriick- 
sichtigung des Histamins. 


Von 
E. WERLE und A. Ravs. 
(‘Aus dem wissenschaftlichen Laboratorium der Chirurgischen Universitats- 
klinik Miinchen.) 
Mit 5 Textabbildungen. 


( Eingegangen am 25. Dezember 1944.) 


Fiir das Vorkommen biogener Amine in niederen und héheren Pflanzen 
gibt es eine Reihe von Hinweisen (Literatur siehe [1, 2]). Putrescin und 
Cadaverin konnten aus Mutterkorn, Stein- und Fliegenpilz isoliert werden. 
Ferner wurden diese Stoffe unter den Nebenalkaloiden von Datura und 
Belladonna, sowie in Extrakten von Hyoscyamus muticus angetroffen. 
6-Phenylathylamin fand sich im Steinpilz und in Phloradendron flavescenz. 
Diese Mistelart enthalt auch Tyramin, welches neben Oxytyramin auch 
im Besenginster, ferner in der Stechdistel, im Hirtentaschelkraut und in 
Pilzen vorkommt. Isoamylamin und Isobutylamin wurde in den Bliiten 
einer Reihe von verschiedenen Pflanzenarten nachgewiesen. Histamin 
wurde aufgefunden in Hefeextrakt, Mutterkorn und in Maisbrand. Nach 
P. Hottz [3] wirken Extrakte aus Tomate und Spinat an der Katze 
histaminartig. In einzelnen Fallen sind wohl die aufgefundenen Amine 
durch die Wirkung von Bakterien entstanden, deren Bildungsfahigkeit 
fiir biogene Amine seit den Untersuchungen von ACKERMANN [4] bekannt 
ist. Doch kann es keinem Zweifel unterliegen, daB biogene Amine physio 
logische Stoffwechselprodukte auch hdéherer Pflanzen darstellen. Wie 
Scuopr [5] darlegte, miissen einige der genannten Amine als Bausteine 
komplizierter gebauter Pflanzenalkaloide aufgefaBt werden, in welche sie 
unter pflanzenphysiologischen Bedingungen iibergefiihrt werden kénnen. 
Demnach wiirden sie unter Beibehaltung ihres Stickstoffes in Stoffwechsel- 
Endprodukte iibergefiihrt werden. Sie kénnten aber auch Intermediiar- 
produkte des Stoffwechsels darstellen, die nach Eliminierung des Stick- 
stoffes weiter umgebaut werden. Eine derartige Eliminierung aus biogenen 
Aminen erfolgt im tierischen Organismus durch die Monamin- und dic 
Diaminoxydase. 

Derartige Fermente sind aber in héheren Pflanzen bisher nicht auf- 
gefunden worden [6]. Zunichst wiire die Frage zu beantworten, wie die 
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biogenen Amine in der Pflanze entstehen. In erster Linie ware an die 
Decarboxylierung der Aminosaiuren zu denken, wie sie durch Bak- 
terien, aber auch durch tierisches Gewebe bewirkt wird [7, 8]. In der 
Tat ist es Oxunuki[g] gelungen, in verschiedenen hdheren Pflanzen 
eine Aminosduredecarboxylase nachzuweisen. Das Ferment decarboxy- 
liert Glutaminsaure zu y-Aminobuttersaure und ist streng spezifisch auf 
diese eingestellt. 

OxwunvkI hat die ganze Reihe von Aminosauren einschlieBlich des 
Histidins bei Mitgliedern verschiedener Pflanzenfamilien auf ihre Decar- 
boxylierbarkeit untersucht, mit negativem Erfolg. Ebenso konnte WERLE 
[10] in Extrakten aus verschiedenen Pflanzen, in denen das Vorkommen 
biogener Amine nachgewiesen war, keine Decarboxylierung von Histidin 
oder Dioxyphenylalanalin feststellen. 

Durch Bliitenextrakte werden nach GRASSMANN und BAYERLE Amino- 
sauren oxydativ desaminiert, nicht aber decarboxyliert [10a]. 

Allerdings ist mit diesen Versuchen die Nichtexistenz weiterer Decar- 
boxylasen in Pflanzen noch nicht erwiesen. Es ist namlich denkbar, dab 
die Decarboxylasen in ihrer Wirksamkeit an die Intaktheit der Pflanzen 
gebunden und in Pflanzenbrei oder -extrakten, mit denen die Versuche 
von WERLE [10] durchgefiihrt wurden, nicht nachweisbar sind. So lassen 
sich die sehr wirksamen Decarboxylasen der Bakterien entweder gar nicht 
oder doch nur sehr schwer in zellfreie Extrakte iiberfiihren [11, 12]. 
Lediglich GALE [13] ist es neuerdings gelungen, Lysindecarboxylase aus 
B. cadaveris in hoher Aktivitat in zellfreier Lésung zu gewinnen. 

In der vorliegenden Arbeit haben wir die Frage nach dem Vorkommen 
von Aminosauredecarboxylasen mit veranderter Methodik erneut unter- 
sucht. Dabei beschrankten wir uns zunichst in der Hauptsache auf die 
Histidindecarboxylase. Am ehesten war das Ferment zu erwarten in einer 
Pflanze mit hohem Histamingehalt. Zur Gewinnung eines geeigneten 
Versuchsmaterials untersuchten wir zunachst die Verbreitung des Hista- 
mins in verschiedenen Pflanzenfamilien, wobei gleichzeitig festgestellt 
werden sollte, ob das Vorkommen des Histamins fiir bestimmte Pflanzen- 
familien kennzeichnend ist, oder ob es ohne erkennbare Gesetzmabigkeit 
auftritt. Bis zu unserer Untersuchung war iibrigens das Vorkommen des 
Histamins in héheren Pflanzen noch nicht gesichert. 


E 
Das Vorkommen des Histamins in Pflanzen. 


a) Untersuchungsmethodik: Da es fiir Histamin bisher keinen spezi- 
fischen chemischen Nachweis gibt, wurde es biologisch bestimmt. Als 
Histamin wurde eine Substanz angesprochen, wenn sie einen isolierten, 
atropinisierten Meerschweinchendiinndarm in der fiir das Histamin charak- 
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teristischen Weise kontrahiert, den Blutdruck des atropinisierten Hundes 
oder der Katze senkt, durch die Diaminoxydase [14, 7] abgebaut wird 
und wenn ihre Wirkung durch die Antihistaminsubstanz ,,Bridal‘‘, das 
N-Dimethyl-amino-athyl-benzyl-anilin-chlorhydrat [15], aufgehoben wurde. 
Ferner mute sie niedermolekular, durch Trichloressigsdurelésung ex 
trahierbar, gegen Kochen mit Saure unempfindlich, alkoholléslich und 
iitherunléslich sein, mit anderen Worten, sie muBte nach dem fiir Histamin 
angegebenen Aufarbeitungsverfahren von Barsoum und GappwmM [16] 
noch quantitativ nachweisbar sein. Bei diesem Verfahren werden Sub 
stanzen mit histaminartiger pharmakologischer Wirkung eliminiert oder 
zerstort. An verschiedenen Testobjekten (isolierter Darm und Blutdruck 
des Hundes oder der Katze) muBte die Substanz im Vergleich mit reiner 
Histaminlésung die gleiche Wirksamkeit behalten. 

Bei Inhalation muBte sie beim Meerschweinchen einen Bronchialkrampt 
auslésen, der durch ,, Bridal‘: verhindert werden konnte [17]. Als Diaminoxy 
dasepriparat fiir den Abbau des zu identifizierenden Histamins wurde 


,, Torantil’ Bayer verwendet. In Gegenwart von Putrescin muBte der Abbau 
gehemmt sein, weil das Putrescin als ein Diamin von sehr hoher Zerfalls 
geschwindigkeit der Fermentsubstratverbindung, die Diaminoxydase fiir 
den Histaminabbau blockiert [17,18]. Ebenso muBte der Abbau der 
fraglichen Substanz durch die, fiir die Diaminoxydase als hochwirksame 
Hemmungskérper bekannten Carbonylgruppenreagentien, Semicarbazid, 
Hydroxylamin und Blausaéure verhindert werden [17]. Die blockierende 


Wirkung des ,,Bridals‘‘ am Meerschweinchendiinndarm ist gegeniiber 
Histamin zwar nicht streng spezifisch, aber doch auBerordentlich charak- 
teristisch. Nach unseren Untersuchungen wurde in 14 ccm Badfliissigkeit 
die Wirkung von 1 y Histamin durch 0,03-0,06 y ,,Bridal‘‘ aufgehoben. 
Diese reversible Hemmungswirkung des ,,Bridals‘‘ war gegeniiber der als 
Histamin angesprochenen Substanz der Pflanzenaufarbeitungen genau so 
stark wirksam wie gegeniiber reiner Histaminlésung. So wurden z. B. 
bei unvollstandiger Blockierung durch zu gering gewahlte Bridalmengen 
am unvorbehandelten Darm gleichstark wirksame Mengen Histamin 
und Pflanzenextrakt um den genau gleichen Prozentsatz in ihrer Wirkung 
gehemmt. 

Es sei jedoch bemerkt, da8 nicht bei allen Pflanzenextrakten samtliche 
Identifizierungsmoéglichkeiten ausgenutzt werden konnten. 

Die Pflanzen wurden zur Untersuchung auf ihren Histamingehalt sorgfialtig 
gewaschen, mit Filterpapier getrocknet und entweder als solche, oder getrennt 
in ihre einzelnen Organe, unter Zerreiben mit Seesand im Morser extrahiert. Zu 
je 1g frischen Pflanzenmaterials wurden meist 2 ccm Wasser gegeben. In der- 
artige Extrakte gehen vielfach Substanzen tiber, welche die Ansprechbarkeit des 
Meerschweinchendiinndarms herabsetzen und dieses Testobjekt unbrauchbar 
machen, oder die Wirksamkeit des Histamins am Blutdruck des Hundes oder der 
Katze iiberdecken (z. B. Cholin), Nur in einem einzigen Falle, namlich bei 
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Chelidonium majus wurde die Empfindlichkeit des Darms gegeniiber Histamin 
durch den Extrakt erhéht. Daher wurden spater nur noch Aufarbeitungen nach 
Barsoum und GAppum [16] getestet aus denen die stérenden Substanzen ver- 
schwunden waren. Dabei wurden die frischen, pflanzlichen Gewebe unter Tri- 
chloressigsaure (meist 2 ccm einer 10%igen Lésung fiir 1 g Pflanze) mit Seesand 
verrieben. Nach Abzentrifugieren des Extraktes wurde der Riickstand einmal 
mit derselben Menge 5%iger und zweimal mit 1%iger Trichloressigsaure ver- 





Abb. 1. A. Beispiel zur Identifizierung des Histamins einer Aufarbeitung nach Barsoum und Gaddum 
{16] aus Chenopodium bonus Henricus und Urtica urens. Abbau des Histamins aus Chenopodium 
b. H. durch Histaminase (Torantil), Hemmung des Abbaus durch Putrescin. (Abb. 1, 2, 3, 4, §). 


Ansatze: I. 1 com Chenopodiumextrakt + 1 ccm Phosphatpuffer Py, 7:3 + 20cm Torantil; 4 Stun- 
den 37°; Oz. 

II. 1 ccm Chenopodiumextrakt + 1 ccm Phosphatpuffer P,, 723 + 2.ccm Torantil + 6,4 mg Putres- 
cin (0,01 molar), 4 Stunden 37°; O,. 

III. Ansatz wie I. jedoch statt Torantil destilliertes Wasser. 

B. Identifizierung des Histamins in Urtica urens durch Bridal (Abb. 6, 7, 8, 9, 10). 


Isolierter, atropinisierter Meerschweinchendiinndarm in Tyrodelésung suspendiert. Hebeliibertragung 
1:5. Die Kontraktionen wurden bei stehender Kymographiontrommel geschrieben. 


1: 0,04 ccm vom Ansatz III 
2: 0,04 ccm beim Ansatz II 
3: 0,4 ccm beim Ansatz I 
4: 0,4 y Histamindichlorhydrat 
§: 0,3 y Histamindichlorhydrat 
>> 6: 0,6ccm eines Extraktes aus Urtica 
7: 0,15 y Histamindichlorhydrat 
8: 0,1 y Bridal 
9: 0,6 ccm Urticaextrakt 
©: 0,15 y Histamindichlorhydrat 


rieben. Aus den vereinigten Extrakten wurde die Trichloressigsaure durch Ather 
entfernt. Nach Zusatz von 1 ccm 25%iger Salzsaure wurde der Extrakt 1'/. Stun- 
den gekocht und im Vakuum zur Trockne gebracht, der Riickstand zur voll- 
standigen Entfernung des Chlorwasserstoffs viermal mit kochsalzgesattigtem 
Alkohol abgedampft und dann das Histamin sechsmal mit je 5 ccm kochsalz- 
gesattigtem Alkohol extrahiert. Der filtrierte Alkoholextrakt wurde im Vakuum 
abgedampft, der Riickstand in Ringerlésung aufgenommen, mit Natronlauge 
auf py 7 eingestellt und auf ein geeignetes Volumen aufgefiillt. 

Unsere Untersuchung ergab, daB Histamin in der Tat ein Stoffwechsel- 
produkt der héheren Pflanzen darstellt und in einzelnen Arten in ver 
haltnismaBig hoher Konzentration vorliegt. In der Tabelle 1 ist der 
Histamingehalt in y pro g frischer Pflanze verschiedener Familien und 
Arten verzeichnet. Wenn nicht anders vermerkt, wurden nur Blatter 
untersucht. 


35* 
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Tabelle 1. Histamingehalt in Mitgliedern verschiedener Pflanzenfamilten. 





Histamingehalt in y pro g frischen Pflanzengewebes 
Untersuchte Pflanze a beSsaies ; 
von Blattern | von anderen Pflanzenteilen 





Urticaceae 
Urtica dioica 11,3734) 43,6 
Urtica urens 120%; 20°; 122 143,5 
Urera | 30%; 34,3* 
Laportea 50* | Frucht: 2,2*; 3* 


Piperaceae 
Piper nigrum 0; 0} 
Chenopodiaceae 
Spinacia siehe Tab. 3. 14,4-292 Samen 12,6; 27,5; 31,4 
|Samen geschalt 15,5 
| Samenschale allein 50,4 
| Keimling 6 Tage alt 465 
Keimling 8 Tage alt 
60,5; 385 
| Keimling 18 Tage alt 180 
Keimlinge gleicher Saat 
iiber langeren Zeitraum 
unters. s. Abb. 2. Werte 
fiir die iibrigen Pflanzen- 
organe siehe Tab. 2 u. 3 
Beta vulgar. var. 
rapa 
Beta trigyna 
Chenopodium bonus 
Henricus | Samen o*; o* 
siehe Tab. 3. Wurzel 22,5* 
| Keimpflanze 16,5* 
| versch. Org. s. Tab. 3 
Chenopodium album _ 6* | unreif. Frucht 120,; 20,5 
Chenopodium Quinoa unreife Frucht 20,8 
Kochia childsii Stengel + Blatter + un 
reife Friichte 5,2*; 10,5 


Salsola Kali Stengel + Blatter + un 
reife Friichte 13,4; 14,2 
Ranunculaceae 
Delphinium Bliite: 2,9 
Sarraceniaceaé 
Sarracenia Schlauchblatt 10,2* ; 2,6 
Nepenthaceae 
Nepenthes Blattkanne 13,8*; 4,1 
Blatt ohne Kanne 1,7 
Papaveraceae 
Chelidonium majus 4*; 5,7*; 40,5*; 10,6; 107 
Fumariaceae 
Corydalis glauca oO 





4 
165 


80 
Saat 
‘aum 
Verte 
1zen- 
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Tabelle 1 ( Fortsetzung) 





Histamingehalt in y pro g frischen Pflanzengewebes 
Untersuchte Pflanze 
von Blattern von anderen Pflanzenteiien 





Droseraceae 
Drosera , Blatt mit Driisenképfchen 
2°; 6,7 
Blatt ohne Driisenképf. 6,1 
Sterculaceae 
Theobroma cacao oO 
Geraniaceae 
,,Geranie‘* 
Rutaceae 
Ruta graveolescens 
Citrus vulgaris 
A quifoliaceae 
Ilex 
Crassulaceae 
Sempervivum 
Saxifragaceae 
Saxifraga sarmentosa 
Mimosaceae 
Mimosa 
Caesalpinaceae 
Tamarindus indica 
Papilionaceae 
Genista palida 
Trifolium pratense 
Trifolium repens 
Onagraceae 
Fuchsia 
Araliaceae 
Hedera Helix 
Primulaceae 
Primula obconica : 
Cyclamen ; .2| Bliite 1,3*; 4,2 
Knolle 2,7* 
Wurzel 0,6* 
Labiatae 
Lamium album 
Salvia 
Orobanchaceae 
Orobanche Sprob o 


Lentibulariaceae 
Pinguicula 2-10 

Plantaginaceae 
Plantago lanceolata 3,6* OF; G2 

1) Die mit * versehenen Zahlen geben nicht den Histamingehalt des Pflanzengewebes, getestet an 
Aufarbeitungen, sondern den einfacher Wasserextrakte der betreffenden Pflanzenteile an, die in einigen 


Fallen zum Vergleich in die Tabelle eingefiigt sind, jedoch nicht von derselben untersuchten Probe 
stammen. 


GrHAHilcyd 
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Aus der Tabelle ist zu ersehen, da8 Histamin bei allen untersuchten 
Chenopodiaceen vorkommt. Durch einen besonders hohen Histamin 
gehalt zeichnen sich der Spinat und Chenopodium bonus Henricus aus. 
Spinat enthalt bis zu 2907y Histamin pro g frischen Blattes. Weiterhin 
enthalten Urticaceen, besonders die kleinblattrige Brennessel, Urtica urens, 
groBere Mengen. Histamin tritt also, soweit untersucht, innerhalb ver 
schiedener Pflanzenfamilien, aber nicht gesetzmaBig auf. 

Die Vermutung, daB die carnivoren Pflanzen in bezug auf ihren Hista 
mingehalt eine Sonderstellung einnehmen wiirden, bestatigte sich nicht. 

So war in einem besonders untersuchten 

Fall, namlich bei Drosera, der mit Fer 

mentdriisen besetzte Teil des Blattes 

nicht histaminhaltiger als die iibrigen 

Blatteile, deren Histamingehalt wah 

rend der Entwicklung vom Samen bis 

zur bliihenden Pflanze bestimmt wurde. 

Dabei ergab sich: Die Menge im luft 

trockenen Samen schwankt bei Analyse 

verschiedener Sorten von 13-31 ¥ pro g. 

Der weitaus gréBte Teil der Substanz 

befindet sich in der Samenhiille. Wah- 

rend der Entwicklung der Pflanze nimmt 

das Histamin betrachtlich zu. Inner 

Alter der Keimiinge Tage halb der Keimlingsentwicklung kénnen 

Abb. 2. Histamingehalt des Spinats, unter- Werte bis zu 465 y prog frischer Keim- 
sucht vom Keimling bis zur fruchtenden ¥ * Ke ‘ 

Pflanze. - Die Ordinate gibt denHistamin- linge auftreten. Es findet daher eine 

_— yo sel Panny ~~ medi — gréBere Neubildung von Histamin statt. 

Der Histamingehalt von Keimlingen 

derselben Saat und derselben Gr6Be ist der gleiche. Untersucht man 

den Histamingehalt der Keimlinge iiber einen langeren Entwicklungs- 

zeitraum, so beobachtet man starke Schwankungen, deren Ursache unbe 

kannt, sicher aber nicht in einem wechselnden Wassergehalt der Pflanzen 

zu suchen ist. In dem in Abb. 2 dargestellten Fall schwankt dieser 

zwischen 91,5 und 93,3%. Dieser Anderungen des Histamingehaltes 

kénnten aber auf eine starke Einbeziehung des Histamins in den Stoff- 

wechsel der Pflanze hindeuten. Grofe Schwankungen des Histamin 

gehaltes weisen auch die iibrigen Pflanzen der Tabelle 1 auf. Die an- 

gegebenen Werte beziehen sich aber jeweils nur auf die untersuchte Probe 

und kénnten bei derselben Art, je nach den Entwicklungsstadien, héher 


oder niedriger sein. 

Weiter wurde der Histamingehalt einzelner Organe der Pflanzen, und 
zwar von Keimlingen und ausgewachsenem, iiberwintertem Pflanzen- 
material bestimmt. Die Ergebnisse, welche in Tabelle 2 und 3 zusammen- 
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f 
»Tabelle 2. Histamingehalt in y pro g Organ Keimpflanze. 








Alter der 
Pflanze Nr. Keimlinge Wurzel Stengel Keimblatt 1. Blatt 2. Blatt 
in Tagen 



















106 139 
142 40,9 
179 4755 









n= 
> 

-_ ws 
rs) 
° 














Histamingehalt in y pro g Organ ausgewachsener, tiberwinterter 
Pflanze. 





Tabelle 3. 
















Blatt, Blatt, i 
frischgriin welkend wie 





Wurzel Stengel 


Z 
- 


Pflanze 
















Spinat 3 1 61 22 52 123 598 

Spinat g 2 80 113 291 1378 

Spinat 9 3 84 6 14 54 858 
G. Heinrich 1 117 *#* re? 
G. Heinrich | 2 39 6 192 ae 
G. Heinrich * 30 117* 81 Dae os 
G. Heinrich 4 212 *** 30** — 
* jiingere, dicht unter der Bliite stehende Blatter. a ~ 
** Altere Blatter, tiefer am Sprof stehend. ate 2 
*** die Bestimmung des Histamingehaltes wurde zu Ende der Vegetationsperiode durchgefiihrt. a: 







gestellt sind, lassen erkennen: In den Spinatkeimpflanzen weist, unab- 













hangig vom Wassergehalt, der Stengel den héchsten Histamingehalt auf, Xa | 
dann folgen die Blatter, am niedrigsten ist der Histamingehalt der Wurzel. tC: 
Bei der ausgewachsenen, iiberwinterten Pflanze zeichnet sich die Bliite -? 
durch einen besonders hohen Histamingehalt aus, der bis zu 1380 pro g Fed 
Bliite erreicht. Ebenso scheint der Histamingehalt im gelben, aber turges- Pat 
zenten Blatt hdher zu sein als im frischen griinen. Bei Chenopodium ae 
bonus Henricus wurde festgestellt, daB der Histamingehalt junger, nicht ousted 
ausgewachsener, dicht unterhalb der Bliite stehender Blatter hdher ist ~s 
als bei den tieferstehenden, vollausgebildeten. 7-4 

Fiir das Vorhandensein einer inaktiven Vorstufe des Histamins ergab = 





sich kein Hinweis. 







Il. 





Uber die Bildung des Histamins bei Spinat und Chenopodium b. H. 


1. In Pflanzenextrakten und Pflanzenbrei. 






Eine Histidindecarboxylase versuchten wir zunachst auf dem _ bei 
tierischem Gewebe erprobten Wege nachzuweisen. Es wurden wisserige 
Extrakte von Wurzeln, Stengeln und Blattern von ausgewachsenem 
Spinat und Chenopodium bonus Henricus, sowie von Spinatkeimlingen 
bei wechselndem p,;, mit verschiedenen Histidinmengen versetzt, mit 
Stickstoff durchstrémt, mit Toluol iiberschichtet und 5 bis 20 Stunden 
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bei Zimmertemperatur oder auch bei 37° belassen. Daneben liefen di 
gleichen Ansiitze ohne Histidin. Die Auswertung der Ansatze ergab meis! 
keinen Histaminzuwachs [19]. Auf die Anfiihrung der Resultate kénne: 
wir daher verzichten. Wenn eine geringe Histaminzunahme im Haupt 
versuch zu beobachten war, so trat sie auch im gleichen Umfang in An 
sitzen auf, bei denen diese zuvor gekocht wurden. Eine fermentativ: 
Histaminneubildung war auch bei Anwendung von Pflanzenbrei und 
von Pflanzentrockenpulver, nach OkuNUKI [9]* gewonnen, nicht eindeutiy 
nachweisbar. Zwar enthielt der Hauptversuch meist doppelt so viel Hista 
min wie der Kontrollversuch, z. B. 12 und 6y; 48y und 247; 66~ 
und 37 y, aber diese Zunahme war auch bei Verwendung einer gekochten 
Suspension des Pflanzenpulvers zu beobachten. 


2. Nachweis einer Histaminbildung in der intakten Spinatpfianze. 


Nach den negativen Ergebnissen der vorstehend geschilderten Ver 
suche wurde der Nachweis einer Bildung von Histamin aus Histidin in 
der intakten Pflanze in folgender Weise versucht: 

Gleichaltrige und gleich groBe Keimlinge derselben Saat, von denen wi: 
durch unsere Versuche festgestellt hatten, da sie den gleichen Histamingehalt 
aufwiesen, wurden ohne Verletzung der Wurzeln dem Boden entnommen und 
durch vorsichtiges Spiilen mit Wasser von anhaftender Erde befreit. Die Pflanz- 
chen wurden einzeln in Reagenzglaser getaucht, die mit Kulturfliissigkeit (von 
Crone oder Knoopsche Nahrlésung) oder auch nur mit Trinkwasser beschickt 
waren und in geeigneter Hohe mit einem Wattebausch befestigt. Im Hauptver- 
such wurde der aufzusaugenden Fliissigkeit Histidin zugesetzt, so daB die L6- 
sung daran 0,001 molar bis 0,02 molar war. Zu jedem Versuch wurden je 10 
Pflanzchen bei Zimmertemperatur angesetzt. Nach 2 bis 4 Tagen, wahrend 
welcher Zeit die Pflanzen ihr gesundes Aussehen nicht veranderten, wurde der 
Histamingehalt der ganzen Pflanze oder auch nach Wurzeln, Stengeln und 
Blattern getrennt, ferner derjenige der Nahrlésung untersucht. Die Ergebnisse 
sind in den Tabellen 4 und 5 zusammengestellt. 

Sie lassen erkennen, daB eine Vermehrung des Histamins, nach Aut 
saugen des Histidins, stattgefunden hat. Sie ist nicht etwa auf bakterielle 
Entstehung des Histamins in der Nahrlésung und nachfolgendes Auf 
saugen des Histamins in die Pflanze zuriickzufiihren, denn die Nahr 
lésung enthielt nach Ablauf der Versuche niemals Histamin, auch waren 
histaminhaltige Lésungen, welche die gleiche Zeit iiber, jedoch ohne 
Pflanzchen, unter gleichen Bedingungen gestanden hatten, noch frei von 
Histamin. Im Hauptversuch war der Histamingehalt der ganzen Pflanzchen 


1 Das zerriebene Pflanzenmaterial wird nach OKUNUKI mit Wasser extra- 
hiert und zentrifugiert. Der Riickstand wiederholt mit Kohlensaureschnee zer- 
rieben, dann mit Wasser versetzt und wieder zentrifugiert. SchlieBlich wird der 
Riickstand im Vakuumexsiccator getrocknet. Das so gewonnene bestandige Pul- 
ver enthalt nach OkUNUKI bei bestimmten Pflanzen Glutaminsduredecarboxy- 
lase, die bei p,, 6 optimal wirksam ist. 
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Tabelle 4. Histaminzuwachs in Wurzeln, Stengel und Blatt von Spinatkeim- 
lingen, die in Histidin bzw. Histaminlésung tauchten. 





y Histamin pro g Pflanzenmaterial 


Molaritat nach dem Saugversuch 


Alter der Unter- der Histidin- 

Keimlinge suchtes Saugdauer bzw. 

in Tagen Organ in Tagen Histamin- 
lésung 


Im Saug- Im Saug- Im Kontroll- 
versuch | versuch mit | versuch mit 
mit Histidin Histamin Trinkwasser 





Wurzel : ,02 1435 33 
Stengel 367 1435 310 
Blatt 550 61 


Wurzel : 1363 60 
Stengel 203 
Blatt 518 


Wurzel 
Stengel 
Blatt d 1329 


gegeniiber dem der Kontrollpflanzen aufs Doppelte bis Dreifache, in der 
Wurzel aber aufs 10 bis 25fache gestiegen. Die zusitzliche Histamin- 
bildung ist also betrachtlich und nahm mit der Versuchsdauer und der 
Molaritat der Histidinlésung zu. Die Histaminzunahme war auch bei 
Pflanzen, die im Dunkeln gehalten wurden, deutlich. Wurde histidin- 
haltigen Nahrlésungen Glukose zugesetzt, so war eine deutliche Ver 
groBerung des Histaminzuwachses, durchschnittlich um 36%, festzu- 
stellen. Ein-gr6éBerer EinfluB der Belichtung der Pflanzen auf die Histamin 
bildung war bei den gewahlten Versuchszeiten noch nicht feststellbar. 
Bei Verwendung von d-Histidin an Stelle von |-Histidin war in der Nahr- 
lésung kein Zuwachs an Histamin zu beobachten. Wurde dl-Histidin 
angewandt, so entsprach die Zunahme nur derjenigen, die durch An- 
wendung der entsprechenden 1-Histidinmengen in der Pflanze bewirkt 
wurde. Nach diesen Versuchsergebnissen zweifeln wir nicht daran, dab 
Histamin in der Pflanze durch fermentative Decarboxylierung von Histidin 
gebildet wird. Wie das tierische Ferment, so ist auch das pflanzliche, 
im Gegensatz zu dem der Bakterien, spezifisch auf die natiirliche 
l-Form eingestellt. Eine Hemmung der Bildung durch die d-Form, wie 
beim tierischen Ferment, scheint in der Pflanze nicht einzutreten [7]. 
Die tierische Decarboxylase wird durch Blausdure und durch Car- 
bonylgruppenreagentien, wie Semicarbazid und Hydroxylamin, gehemmt 
[19]. Versuche, die pflanzliche Decarboxylase durch diese Substanzen 
zu hemmen, ergaben folgendes: Bei Anwendung von o0,oo1 molarer 
KCN-Lésung welkte die Pflanze sofort ab. Bei Anwendung von 0,001 
molarer Semicarbazid-Lésung welkten von 10 Pflanzen nur eine bis drei 


GKQiptiihiig 
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Tabelle 5. H/istaminzuwachs von Spinatkeimlingen im Saugversuch bei Ver- 
Semicarbazid 





y Histamin pro g Pflanze 
Alter der Ly 


Keimlinge in T 
in Tagen eee 1-Histidin 1-Histidin + Glukose d-Histidin 


Saugdauer 





471 (0,01)!) 495*?) (0,01 
376* (0,01) 


288 0,02) 439 (0,02 -+ 0,01 94 (0,02 
313* (0,02) 269* (0,02 + 0,01) 

92,4 (0,01) 148 (0,01 + 0,001) 79,6 (c,01 
69,1 (0,001) 


299 (0,02) 330 ‘0,02 + 0, ) 166 (0,02 
185 - (0,001) | 
450°) (0,02) 


‘) Die eingeklammerten Zahlen geben die Molaritat der Lésungen an. *) Die mit * versehenen 
Wurzeln zum Saugversuch angesetzt. 


ab!; die iibrigen waren nicht merklich verandert und zeigten einen 
Histaminzuwachs, der dem Hauptversuch entsprach. Ahnliches wurde bei 
Anwendung von Hydroxylamin beobachtet, doch war hier der Prozentsatz 
der welkenden Pflanzen wesentlich hdher als bei Semicarbazid. DaB die 
pflanzliche Histidindecarboxylase zum Unterschied von der tierischen 
durch Semicarbazid und Hydroxylamin nicht gehemmt wird, ist auf 
Grund der angefiihrten Versuche zwar wahrscheinlich, aber nicht sicher, 
weil die Konzentrationen die dieser Hemmungsstoffe unter den gewahlten 
Bedingungen in der Pflanze erreichen unbekannt sind. 

Aus unseren Versuchsergebnissen kénnte man schlieBen, daB entweder 
nur die Wurzel das Histidin in Histamin iiberfiihren kann, oder aber, 
daB sie es so rasch und vollstandig tut, daB in die Blatter kein Histidin 

_mehr gelangt. Da nun in einem Versuch, bei welchem die Pflanzen ohne 
Wurzeln in die Nahrlésung gebracht wurden, eine starke Histaminver 
mehrung eintrat, erfolgt also die Uberfiihrung des Histidins in Histamin 
auch im Stengel und im Blatt. Die Umwandlung geschieht aber nicht mit 
der gleichen Geschwindigkeit, mit der die Aminosadure aufgesaugt wird. 
Es gelingt namlich, noch unverandertes Histidin in den Pflanzen nachzu 
weisen. Versetzt man die Extrakte aus den Pflanzen des Haupt- und des 
Kontrollversuches mit Meerschweinchennierenextrakt, so wird Histidin 
durch die tierische Decarboxylase in Histamin iibergefiihrt. 


Versuchsbeispiel: 780 mg frischer Pflanzen des Saugversuches ohne Histidin 
(a) und 775 mg des Versuches mit Histidin (Nahrlésung an Histidin 0,01 molar 


1 Nach CuHaBrouin [21] gehéren Cyanate, Hydrazin und Hydroxylamin 
neben chlorierten und nitrierten Abkémmlingen der Phenole zu der geringen An- 
zahl von Stoffen, die fiir Pflanzen absolut toxisch sind. 
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wendung von l-, d- und dl-Histidin, sowie nach Zusatz von Glukose, 





ei. Ver- 
ite 7 bzw. Hydroxylamin. 
nach dem Saugversuch gefunden bei Anwendung von 
g Pflanze 
ee di-Histidin 1-Histidin 4 1-Histidin + Trink-  Trinkwasser 
istidin Semicarbazid Hydroxylamin wasser Glukose 





147 
139* | 174,5* (0,01 
106 150,3 (0,01 
131*  189,4* (0,01 
106(0,0051+0,005 d)| 82,4 (0,01-+-0,001), 140 (0,01 +0,001) 74 


0,02d) | 282 (0,02 330 (0,02 +-0,001 3 164 (0,001 
» 
litte Werte stammen von Ansatzen, die im Dunkeln gehalten wurden. *) Die Pflanzchen wurden ohne j 
b) wurden mit 5 ccm Wasser extrahiert. Zu je 1 ccm dieser Extrakte wurden S 
einen 1,5ccm Meerschweinchennierenextrakt (2g Niere + 8 ccm 0,1 molare, sekun- aa 
de bei dare Natriumphosphatlésung) zugesetzt und drei Stunden bei 37° belassen. In 2 
Parallelversuchen wurden die Pflanzenextrakte anstatt mit Nierenextrakt mit J 
misatz der gleichen Menge Puffer angesetzt (c und d). In den Versuchen a; b; c und d 
iB die wurden 15,6; 30; 12,5 und 16,9 y Histamin festgestellt. Es ergab sich also nach 
ischen Einwirken des Nierenextraktes auf das Material des Saugversuches ohne Histidin 
t auf eine Histaminzunahme von 3,1 y, im Versuch mit Histidin von 13,1 y. (In 
icher weiteren Versuchsreihen erhielten wir durchaus entsprechende Werte.) 
thiten Aus dem Versuch ist zu ersehen, daB die Keimlinge, die in der histidin 


haltigen Nahrlésung sich befanden, mehr freies Histidin enthielten als 
die Keimlinge des Kontrollversuches. Um welche Histidinmengen handelt 


veder 
es sich dabei? Dariiber gibt das Ergebnis eines Versuchsansatzes einen 
ungefahren Anhalt, der an Stelle eines Keimlingsextraktes 1 mg Histidin 


aber, 
stidin 
ohne 
nver 


enthielt, im ibrigen ebenso angesetzt war wie die Versuche a-d. Die 
Histaminausbeute in diesem Ansatz betrug 44. Es enthalt also 1 ccm 
Keimlingsextrakt des Hauptversuches (entsprechend 139mg Spinat- 
keimling) etwa 0,75 mg freies. Histidin, davon entfallen etwa 20°, auf 
Histidin, welches von vornherein in der Pflanze war, und 80°, stammen 
arn aus der aufgesaugten Nahrlésung und sind so gut wie ausschlieBlich in 
Side; der Wurzel enthalten. Diese Uberschlagsrechnung erhebt keinen An- 
spruch auf gréBere Genauigkeit. Doch erscheint es durchaus méglich, 
mit Hilfe der Histidindecarboxylase quantitative Histidinbestimmungen 
auszufiihren. 


amin 
it mit 
wird. 


tidin 


tidin 

‘olar Die Fahigkeit, Histidin in Histamin umzuwandeln, ist nicht allen 
Pflanzen eigen. Sie scheint sich nach unseren orientierenden Versuchen 

— auf jene Pflanzen zu beschranken, die durch einen hohen Histamingehalt 

1 AN- 


ausgezeichnet sind. Saugversuche mit Weizen- und Ginsterkeimlingen 
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ergaben keine Histaminbildung. Ob die Bedeutung des Histgmins_ i) 
der Pflanze in der eingangs angedeuteten Richtung liegt, Zwischen 
produkt der Alkaloidsynthese zu sein, wissen wir nicht. Nach Unte: 
suchungen von FirtinG [22] und anderen wirkt Histidin hemmend au 
das normale und das durch geringe Auxingaben bedingte Wachstum. |, 
hemmt ferner Bildung und Wachstum von Adventivwurzeln, es férdert 
das Austreiben von Achselknospen und von Dunkelkeimpflanzen. Ferne: 
regt es schon in geringsten Konzentrationen die Plasmastrémung an. E, 
ware denkbar, daB die Funktionen des Histidins durch Uberfiihrung 
der Substanz in Histamin gesteuert wiirden. 


Ill. 


Orientierende Versuche iiber die Bildung von Oxytyramin in Besenginster 
(Spartium scoparium). 


Besenginster enthalt neben dem Spartein, Genistein und Scoparin 
Oxytyramin und Tyramin [20]. Wir untersuchten im Saugversuch, ob 


Keimlinge des Ginsters aus Dioxyphenylalanin Oxytyramin zu bilden 
vermégen. Die Ginstersamen wurden, um die Keimzeit abzukiirzen und 
die Auskeimung 100% ig zu gestalten, vorsichtig angefeilt und in Sand 


Abb. 3. Oxytyraminzuwachs bei Ginsterkeimlingen im Saugversuch mit l-Dopa. 
Atropinisierte Katze 950g. Pernoctonnarkose. Carotisdruckkurve, Hg-Manometer. 


Bei 1 i. v. Injektion von 0,3 ccm des Saugversuches ohne Dopa 
Bei 2 i. v. Injektion von 0,3 ccm des Saugversuches mit Dopa 
Bei 3i.v jektion von 0,9 ccm des Saugversuches ohne Dopa 
Bei 4i.v. Injektion von 0,9 ccm des Saugversuches mit Dopa 
bei 5 i. v. Injektion von 35 y Oxytyramin 

Bei 6i.v ektion von 10 y Oxytyramin 





zum Keimen gebracht. Nach etwa 14 Tagen wurden die Keimlinge in 
Gartenerde umgepflanzt und nach weiteren drei Wochen die kraftigen 
Pflanzchen, wie oben beschrieben, in Reagenzglaser in dopahaltiges 
(Versuch a undc) und dopafreies (b) Leitungswasser gebracht. Es wurde 
l- (a) und dl-Dopa (c) in je 0,o2 molarer Lésung angewandt. Jede Ver 
suchsreihe bestand aus i2 Pflanzchen. Nach 3 Tagen wurden die Pflanz- 
chen der 3 Versuche mit je 3 ccm Wasser extrahiert und auf ihren Gehalt 
an Oxytyramin am Blutdruck der Katze untersucht. Der Extrakt der 
345 mg Pflinzchen des Leerversuches (b) enthielt kein Oxytyramin. Im 
l-Dopaversuch (a) fanden sich pro g Pflanze 5807 Oxytyramin. Zur 
Analyse gelangten hier 350 mg Pflanzchen. Der Saugversuch mit dl-Dopa 
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(c) wurde mit 240 mg Pflanzchen unternommen. Hier ergab 1 g Pflanzen- 
material 3807 Oxytyramin. 

Die Tabelle 6 verzeichnet einen weiteren Saugversuch mit Dopa, dessen 
Auswertung in Abb. 3 angegeben ist, sowie einen Versuch mit Weizen- 
keimlingen an Stelle von Ginster. 


labelle 6. Oxytyraminzuwachs in Ginster- und Weizenkeimlingen im Sauguversuch 
Se. ig ‘Ss 
bet Verwendung von l- und dl-Dopa. 





y Oxytyramin pro g Pflanze nach dem Saugversuch 
Molaritat 
der 
Dopalésungen 


Untersuchter Saugdauer 


Keimling in Tagen Im Kontroll- 


versuch 
mit Trinkwasser 


Im Saugversuch Im Saugversuch 
mit 1-Dopa mit dl-Dopa 





Ginster ... ‘ 580 380 oO 
Ginster 


Weizen 


Die Fahigkeit, Dioxyphenylalanin zu decarboxylieren, findet sich nur 
beim Ginster, nicht beim Weizen. Es wird wahrscheinlich nur die 1-Form 
angegriffen. 


IV. 
Der Nachweis von Diaminoxydase im Klee. 


Wie aus Tabelle 1 zu ersehen, finden sich im Rotklee (Trifolium pra- 
tense) 3-4,5y Histamin pro g frischen Blattes. Bei der Identifizierung 
dieses Histamins auf dem im Text zur Abb. 1 géschilderten Weg sahen 
wir, daB das Histamin des Klee-Extraktes beim Schiitteln unter O, auchdann 
verschwand, wenn diesen Extrakten keine Histaminase zugesetzt worden 
war. Gab man zu 2ccm Klee-Extrakt 1007 Histamin, gelést in 1 ccm 


Wasser und 1ccm 0,2 molarem Phosphatpuffer von p,, 7,2 und schiittelte 


den Ansatz 3 Stunden bei 37° unter Sauerstoff, so war die gesamte Hista 
minmenge abgebaut. BelieB man den Ansatz unter gleichen Bedingungen 
in Stickstoffatmosphare!, so wurde das Histamin nicht angegriffen. Ver- 
setzte man den Versuchsansatz mit Putrescin (0,02 molar), mit Semicarb- 
azid (0,001 molar), oder Blausaéure (0,001 molar), so war der Histamin 
abbau jeweils total gehhemmt. Wurde der Klee-Extrakt gekocht, so war 


1) In ein Praéparatenglas wurden Klee-Extrakt und Puffer, ferner 20 y Hista- 
min in einem offenen Glaskiigelchen, dessen Ansatz tiber die Fliissigkeit im Pra- 
paratenglas hinausragte, gegeben. Durch ein zu- und abfiihrendes Glasrohr wurde 
5 Minuten lang Stickstoff geperlt, der itiber gliihendem Kupfer sauerstofffrei ge- 
macht worden war. Nach VerschluB des Praparatenglases wurde das Kiigelchen 
mit Hilfe des zufitihrenden Rohres zerdriickt, wonach sich die Histaminlésung 
mit der iibrigen Fliissigkeit mischte. 
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seine Histaminabbaufahigkeit verschwunden. Diese wurde nicht beein 
trachtigt durch 2ostiindiges Dialysieren des Extraktes gegen flieBendes 
Wasser oder durch mehrtagiges Belassen im Eisschrank. Durch Fallen des 
Klee-Extraktes mit Aceton und Trocknen des Niederschlages mit Ather 
gewinnt man ein Trockenpulver, welches die histamininaktivierende Krat 
des Extraktes besitzt. Der Histaminabbau durch Klee-Extrakt erfolgt in 
einer Zeitreaktion, die in Abb. 4 wiedergegeben ist. 


Abb. 4. Messung der Geschwindigkeit des Histaminabbaus beim 
Rotklee. 
Die Ordinate gibt die abgebaute Histaminmenge in Prozent der 
vorgelegten, die Abszisse die Zeitdauer der Fermenteinwirkung 
in Minuten an. 
Der Ansatz enthielt 2 ccm Klee-Extrakt (1 g Kleekeimlinge + 22 
Wasser + 1 ccm Puffer Py, 7:2 + 1 ecm Histaminlésung, enthaltend 
100 y Histamindichlorhydrat. Er wurde bei 37° unter O, geschiitte!: 
und nach bestimmten Zeiten auf die jeweils noch vorhandene 
Min. Histaminmenge gepriift. 


Der Abbau ist auBerdem in charakteristischer Weise von der Wasser 
stoffionenkonzentration abhangig und zwischen p,, 7,2 und 7,8 (sieh 
Abb. 5) optimal. 

Nach all diesen Feststellungen enthalt also der Rotklee eine hochwirk 
same Diaminoxydase, die in allen Kriterien mit der des tierischen Gx 
webes, z. B. der Darmschleimhaut oder der Niere, iibereinstimmt. 


Abb. 5. py-Abhangigkeit der histamininaktivierenden Kraft des 
Klee-Extraktes. 

Die Ordinate gibt die Menge abgebauten Histamins in Prozent 

der vorgelegten, die Abszisse das Py des Versuchsansatzes an. 

Die einzelnenAnsatze enthielten: 2 ccm Klee-Extrakt (1 g Klee- 

blatter + 4 g Wasser) + 1ccm Histaminlésung, enthaltend 20 y 

Histamindichlorhydrat + 1 ccm Pufferlésung verschiedener H’- 


Konzentration. Py 4 wurde durch Glykokoll-Salzsaure, P,, 8,6 


mit Hilfe von Natronlauge eingestellt. hi 


AuBer im Rotklee fand sich das Ferment in gleicher Aktivitét auch im 
Incarnatklee (Trifolium incarnatum). Rotkleesamen enthalt das Ferment 
entweder nicht oder blockiert. Mit dem Beginn der Keimung 1aBt sich dic 
Diaminoxydase nachweisen. Der Keimling und die Blatter der ausgewach 
senen Pflanzen besitzen eine sehr hohe Diaminoxydaseaktivitat. Das 
Ferment lieB sich nicht nachweisen in Keimlingen von Seradella, Luzerne 
und Weizen, in Grasblattern und den Blattern von Laportea, Spinat, 
Mimosa und Lupinus. 


Zusammenfassung. 
1. Es wurde das verbreitete Vorkommen von Histamin in héheren Pflan 
zen nachgewiesen. 
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2. Am Beispiel von Spinacia und Chenopodium bonus Henricus wurde 
die Verteilung des Amins und seine Bildung in der Pflanze untersucht. 
Danach findet sich das Amin in Wurzel, Stengel, Blatt und Bliite. Den 
weitaus gréBten Histamingehalt besitzt die Bliite, und zwar sowohl die 
mannliche als auch die weibliche. Da der Samen nur sehr wenig Histamin 
enthalt, mu die Hauptmenge des Amins wihrend des Wachstums ge- 
bildet werden. 

3. Am Beispiel von Spinacia wurde am Keimling gezeigt, daB die 
Pflanze Histamin durch Decarboxylierung von |-Histidin bildet. d-Histi- 
din wird nicht angegriffen. Die Histidindecarboxylase lat sich nur in der 
intakten Pflanze nachweisen, nicht in Pflanzenextrakten oder -breien. 
Weizenkeimlinge, die kein Histamin enthalten, besitzen die Histidin 
decarboxylase nicht. 

4. Ginster (Spartium scoparium), welcher Oxytyramin enthalt, fiihrt 
Dioxyphenylalanin in Oxytyramin iiber. 

5. In verschiedenen Kleearten wurde Diaminoxydase nachgewiesen. 
Im Samen ist das Ferment entweder inaktiv oder blockiert, in jungen 
Keimlingen besitzt es eine sehr hohe Aktivitét. Das pflanzliche Enzym 
stimmt in wesentlichen Eigenschaften mit dem tierischen iiberein. 
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Uber die Verbreitung der Histaminase* 
im Pflanzenreich. 


Von 
E. WERLE und A. ZABEL. 


Aus dem wissenschaftlichen Laboratorium der Chirurgischen Universitat; 
klinik Miinchen.) 


( Eingegangen am 3. Mai 1947.) 


In einer friiheren Untersuchung iiber Bildung und Abbau biogene; 
Amine durch Pflanzen [1] stellten wir das Vorkommen der Histaminas« 
in zwei verschiedenen Kleearten, Trifolium pratense und Trifolium in 
carnatum, fest. Die vorliegende Arbeit befaBt sich mit der Verbreitung des 
Fermentes im Pflanzenreich und mit der Méglichkeit, es in Extrakten an 
zureichern. 

Zur Priifung auf einen Gehalt an Histaminase wurden die mit Wasser gereinig- 
ten Pflanzenorgane je Gramm bei 0° mit 2 ccm Wasser und etwas Seesand zer- 
rieben und 30 Minuten lang extrahiert. Je 2 ccm der durch Zentrifugieren ge 
wonnenen Extrakte, entsprechend 0,6-0,7 g frischer Pflanze, wurden mit 2: ccm 
0,1 molarer Phosphatpufferlésung vom p,, 7,2 und mit 1ccm einer wasserigen 
Lésung von 10y Histamindichlorhydrat versetzt und unter Sauerstoff bei 37 
3 Stunden geschiittelt. Ein Kontrollansatz enthielt an Stelle von Histaminlésung 
1ccm Wasser. Das Vorhandensein von Histaminase im Extrakt war erwiesen 


Tabelle 1. Verbreitung der Diaminoxydase im Pflanzenreich. 





untersuchtes | Er- 


Ordnung Familie Art Seema | gebois 





1. Gymnospermen. 


Cycadinae Cycadaceae Cycas Blatt 
Ginkgoinae Ginkgoaceae ' Ginkgo Stengel 
Coniferae Taxaceae Taxus bac. Blattnad. 
Pinaceae Abies Blattnad. | 
Picea exc. Blattnad. | 
Picea pal. Blattnad. 
Larix Blattnad. 
Pinus silv. | Blattnad. 
Dicotylae: 
Urticales Moraceae Ficus elast. Blatt 
Urticaceae | Laportea Frucht 
Blatt 


* Die Untersuchung wurde im Jahre 1945 ausgefiihrt. 
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Tabelle 1 (Fortsetzung). 


Gt 
wt 








Familie 


Art 


untersuchtes Er- 





Ordnung Organ gebnis 
2. Angiospermen. 
Santalales | Loranthaceae Viscum alb. Blatt 
Piperales Piperaceae Piper nigr. Blatt 
Tricoccae Euphorbiaceae Euphorbia Blatt 
| Mercurialis peren. Blatt 
Centrospermae| Chenopodiaceae | Spinacia Blatt 
Chenopodium b.H. Blatt 
| Aizoaceae Mesembryanthemum Blatt 
| Cactaceae Opuntia Blatt 
Polycarpicae Ranunculaceae Helleborus n. Blatt 
Paeonia off. Wurzelkn. 
Lauraceae Laurus nob. Blatt 
Cinnamomum Camph. | Blatt 
Nepenthaceae Nepenthes Blatt 
Parictales Droseraceae Drosera Blatt 
Rhoeadales | Papaveraceae Papaver Blatt 
Bocconea Blatt 
Fumariaceae Corydalis gl. Blatt 
Cruciferae Brassica cap. Blatt weib 
Brassica cap. Blatt rot 
Brassica sab. Blatt 
Brassica gong. Wurzelkn. 
Columnifearae | Tiliaceae Tilia Blatt 
Gruinales | Geraniaceae Geranium Blatt 
Terebinthales Rutaceae Pilocarpus pen. Blatt 
Rosales Crassulaceae Sedum reflex. Blatt 
Sempervivum tect. Blatt 
Saxifragaceae Hortensia Blatt 
Rosaceae Fragaria Blatt : 
; Rubus Blatt 4 
Cydonia vulg. Frucht }- ? 
Eriobotrya jap. Blatt r 
Leguminosae Papilionaceae Lupinus Blatt 
| Trifolium inc. Keimling 
| Blatt 
Trifolium prat. Keimling 
| Blatt 
| Bliite 
| Stengel 
| Samen 
Trifolium ary. | Blatt 
| Bliite 
Keimling | 
Ornithopces sat. Keimling 
Medicago sat. Keimling 
36 
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Tabelle 1 (Fortsetzung). 





Ordnung 
me a 


Familie 


Art 


untersuchtes | Er- 
Organ gebnis 





U mbelliflorae 


Primulales 


Contortae 


Tubiflorae 


Personatae 


Rubides 
Synandrae 





Monocotylae: 
Liliiflorae 


Glumiflorae 


Scitamineae 


Araliaceae 
U mbelliferae 


Primulaceae 
Oleaceae 


Asclepiadaceae 
Labiatae 


Solanaceae 


Caprifoliaceae 
Compositae 


Liliaceae 


Amaryllidaceae 


Bromeliaceae 
Gramineae 


Musaceae 
Zingiberaceae 


Hedera Helix 
Daucus 
Apium 


Aegopodium Pod. 
| Primula off. 

| Cyclamen 

| Jasminum 


Hoya carn 
Salvia off. 
Lavandula spic. 


Lavandula vera 
Rosmarinus off, 
Thymus vulg. 
Solanum tub. 


| Datura arb. 
| Sambucus niger 


Taraxacum off. 
Cichorium End 
Tussilago Farf. 
Artemisia 


Allium cep. 
Clivia 
Agave 
Ananas sat. 


Triticum vulg. 
Musa 
Zingiber off. 





, Blatt 


Wurzel 
Blatt 
Wurzelkn. 
Blatt 
Blatt 
Blatt 
Blatt 
Bliite 
Blatt 
Blatt 
Blatt 
Stengel 
Blatt 
Blatt 
Blatt 


| Knolle 


Frucht 
Blatt 
Blatt 


| Blatt 
| Blatt 
| Blatt 


Blatt 


| Zwiebel 
| Blatt 


Blatt 
Blatt 
Blatt 
Keimling 
Blatt 


| Blatt 


wenn die vorgelegte Histaminmenge ganz, fraglich, wenn sie nur zu einem ge- 
ringen Teil abgebaut war. Als Testobjekt fiir das Histamin diente der atropini- 
sierte isolierte Meerschweinchendiinndarm. 

Tabelle 1, deren Vervollstandigung noch angestrebt wird, gibt das Re- 
sultat der Untersuchung der einzelnen Pflanzen in der Ordnung des na- 
tiirlichen Systems wieder. Sie la8t erkennen, daB bei den nicht in sehr 
groBer Zahl untersuchten Gymnospermen und Monocotylen die Histami- 
nase nicht angetroffen wird. Bei den Dicotylen aber findet sie sich in den 
verschiedensten Familien, so bei Rosaceen, Saxifragaceen, Papilionaceen 
Oleraceen, Umbiliferen, Labiaten und Kompositen. Bei den Labiaten 
fand sich das Ferment in allen untersuchten Vertretern dieser Pflanzen- 


familie. 
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Soweit untersucht ist das Ferment im ruhenden Samen z. B. bei Tri- 
folium pratense und incarnatum nicht nachweisbar. Vielleicht ist es nur 
blockiert, denn schon mit dem Beginn der Keimung findet sich eine be- 
trichtliche Aktivitét. Es war, wie sich aus Tab. 2 ergibt, am aktivsten bei 
Lavendel, Jasmin und Klee. Soweit untersucht, ist es in Stengeln und Blii- 
ten weniger aktiv als im Blatt (siehe Tab. 3). Bermekenswerterweise findet 


Tabelle 2, Diaminoxydaseaktivitiét der Extrakte verschiedener Pflanzen. 


Ansiatze: Gesamtvolumen 5 ccm; 7,2, Versuchsdauer 3 Stunden, 
5 Pu < g 
37 Grad unter Sauerstoff. 





| Vorgelegte | Abgebaute | Extrahie wn 


Menge | Menge 
Histamin | Histamin Pg Bemerkungen 


in y iny | 


Untersuchte Pflanze 





Lavandula spic. . 1000 1000 670 frische Blatter Sommer 
Lavandula spic. . | 440 167 frische Blatter Winter 
Lavandula vera . 400 48 luftgetr. Blatter 

entspr. 0,123 g frischen 
Lavandula spic. . 380 48 luftgetr. Blatter 

entspr. 0,132 g frischen 
Thymus vulg. . . 220 48 luftgetr. Blatter 

| entspr. 0,102 g frischen 

Saivia off. 3°... E 340 48 luftgetr. Blatter 

entspr. 0,110 g frischen 
Rosmarinus off. . 48 luftgetr. Blatter 

entspr. 0,143 g frischen 
Trifolium prat. . | 670 frische Blatter Friihling 
Trifolium inc. . . | | 670 frische Keimlinge 
Taraxacum off. . 700 670 frische Blatter Sommer 
Jasminum... . | 5 670 frische Blatter 
eragaria.-... . . 670 frische Blatter 
Pragatia oo.) 68 670 frische Blatter 

600 670 

Aegopodium. . . 600 670 frische Blatter 
INR ee ge | 240 200 frische Blatter Winter 


Tabelle 3. A&tivitat der Diaminoxydase in verschiedenen Pflanzenorganen 


Gesamtvolumen der Ansiatze 5 ccm; p, 7,2, Versuchsdauer 3 Stunden, 
(ze 5 H 7 € 
37 Grad unter Sauerstoff. 





Vorgelegte Abgebaute Menge Histamin in y bei Verwendung 
Cnsisoucink Péanen Histamin- von Extrakten aus 
menge 


Blatt Stengel Bliite Bemerkungen 





Trifolium prat. 5 360 80 34 33 g Organ 
Lavandula spica 498 300 ,25¢ Organ 
Lavandula spica 5 470 Organ 
eee Gjunge Blatter) 
Lavandula spica | 5 440° | 0,17 g Organ 
(ausgewachsene 
Blatter) 
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sich bei histaminasefreien Pflanzen der héchste Histamingehalt in den 
Bliiten [1]. Die Fermentmenge ist wahrend einer Vegetationsperiode nicht 
konstant. So war bei Rotklee, desselben Feldes, der im Friihjahr eine hoch 
aktive Histaminase enthielt, im Spatherbst das Ferment nur mehr schwach 
wirksam. Es blieb bei Salbei und Lavendel fast vollkommen erhalten, wenn 
die Blatter langsam, bei Zimmertemperatur, im Schatten getrocknet wur 
den, wobei sie sich nur wenig verfarbten. Beim Trocknen an der Sonne 
ging die Aktivitét von Trifolium pratense innerhalb weniger Stunden um 
30%, zuriick und war bei Kleeheu nur eben noch nachweisbar (Tab. 4). 

Das Ferment ging in neutrale, schwach saure oder alkalische Extrakte 
iiber, auch von Glyzerin wurde es aufgenommen. Bei wiederholter Ex 
traktion nimmt der Fermentgehalt der Extrakie nur langsam ab. Nur 
solche Extrakte waren aktiv, die eine griinbraune Farbung aufwiesen. 
Wurde die braune Komponente der Farbe durch Adsorption an Fuller 
oder Bleicherde oder Fallung mit Bleiacetat aus der Lésung entfernt, so war 


Tabelle 4. Abhdngigkeit der Diaminoxydaseaktivitit von der Trocknung des 
Pflanzenmaterials. 
Die getrockneten Pflanzenteile werden unter Beriicksichtigung der abgedunsteten 


Wassermenge mit dem gleichen Volumen Wasser extrahiert wie die zugehérigen 
frischen. Ansatze und Versuchsdauer wie bei Tabelle 2. 





Extrahierte | Vorgelegte Abgebaute | 


| Menge | Menge | Menge 
Untersuchte Pflanze Organ Histamin | Histamin 


| Bemerkungen 
in mg “ iny iny 
| 
| 





Trifolium pr. 
(Heu v. Bauern) 63 Blatter, gelb 
Trifolium pr. | 

(Heu v. Bauern) | Stengel, griin 
Trifolium pr. 

(Heu v. Bauern) | : Blatter, griinschwarz 
Trifolium pr. 

3 Std. luftgetr. 

in der Sonne 7 | Blatter 
Trifolium pr. | re 

frisch | Blatter 

Lavandula sp. | 

12 Tage luftgetr. | ee. gac’ Blatter 

Lavandula sp. | 

frisch ‘| Blatter 

14 Tage luftgetr. | Blatter 

Lavandula sp. 

frisch Blatter 

Lavandula sp. am Stengel vorhandene 

braunschwarze Blatter 

Lavandula sp. am Stengel vorhandene 
frisch frische griine Blatter 
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keine Fermentaktivitat mehr festzustellen. Ob dieser Farbstoff dem Fer- 
ment oder einem Reaktionsprodukt desselben zukommt, l4Bt sich noch 
nicht entscheiden. 

Die Haltbarkeit der Extrakte ist wechselnd. Meist nimmt die Fer- 
mentaktivitét im Verlauf einiger Tage rasch ab. Auch beim Fallen der 
Extrakte mit Aceton, wobei ein Teil des braunen Farbstoffes entfernt wird, 
und Trocknen des Niederschlags mit Aceton und Ather, treten erhebliche 
Verluste auf. Dampft man die Extrakte im Vakuum ein, so bleibt die 
Wirksamkeit erhalten. So war ein Extrakt aus Salbei nach 17tagigem 
Stehen im Eisschrank wirkungslos, wahrend die Lésung eines aus ihm 
nach der Herstellung gewonnenen Trockenpulvers zur selben Zeit noch 
nahezu die urspriingliche Aktivitaét aufwies. 

Die Histaminase der Pflanzen wird wie die Diaminoxydase der tieri- 
schen Gewebe, doch weniger stark durch Carbonylgruppenreagenzien, 
wie Semicarbazid, und durch Blausiure gehemmt [1]. Durch Putrescin 
wird das Ferment, wie die Diaminoxydase, fiir den Abbau des Histamins 
blockiert (Tab. 5). Es diirfte sich also auch bei dem pflanzlichen Ferment 
um eine Diaminoxydase handeln, was die weitere Untersuchung auch be 
statigt hat [2]. 


Tabelle 5. Wirksamkeit der pflanzlichen Diaminoxydase bei Gegenwart von 
Semicarbazid. Cyanid und Putrescin. 


Je 2ccm Blattextrakt + 2 ccm 0,1 mol. Phosphatpuffer p, 7,2 + 0,5 ccm 

Histaminlésung + 0,5 ccm Lésung des Hemmungskérpers bzw. 0,5 ccm Wasser 

fiir den Kontrollansatz. 2 Stunden 37 Grad unter Sauerstoff. Bei tierischer 
Diaminoxydase bewirken die zugesetzten Stoffe vollkommene Hemmung. 





Abgebaute Menge Histamin in y 
” bei Zusatz von 
orge- — 
Extrakt| legte ee Semicarbazid 
Untersuchte Pflanze aus mg | Menge | pistamin | Putres- 
Blatt |Histamin) jm Ver- KCN | KaCN | cin 
iny | such 0,01m 0,001m) 0,01 m | 0,001m | 0,01m 
ohne Zu- 
satz_ | 





Trifolium prat. . .| hii eo 
Trifolium prat. . . 10 10 
Fragaria grandifl. . [50 34 
Lavandula... . |’ 0 40 
Aegopodium 
Podagr. ‘ 
Taraxacum off. . . 50 
movie OMe Pee 500 


Literatur. 


[1] Were, E. u. A. ZaBet-Raus: Diese Z. im Druck. — [2] WERLE 
E. von PECHMANN: noch unver$6ffentlicht. 
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Uber Histidindecarboxylase, Histidindehydrase 
und Histaminase der Bakterien*. 


Von, 
O. EHRISMANN f und E. WERLE. 


(Aus dem Hygienischen Institut der Medizinischen Akademie Diisseldort 
[Direktor: Prof. O. EnrisMaANN] und dem Laboratorium der Chirurgischen 
Universitatsklinik Miinchen.) 


( Eingegangen am 8. Mai 1947.) 


Die bakterielle Histaminbildung besitzt mehrfaches physiologisches 
Interesse. Man versucht, aus der Aminproduktion durch verschiedene, 
insbesondere parasitire und pathogene Mikroorganismen und der Ver 
breitung der Fahigkeit, Histamin zu bilden, im Bakterienreich iiberhaupt, 
Riickschliisse auf deren Bedeutung fiir den Wirtsorganismus zu ziehen. 
Es schien uns daher notwendig, bei einer gr6Beren Anzahl einschlagiger 
Bakterienarten die Histaminbildung quantitativ zu verfolgen, wobei dic 
Wirksamkeit (d. h. das Vorkommen) des histaminbildenden und histamin 
abbauenden Ferments, der Histidindecarboxylase und der Histaminase, 
voneinander zu trennen war. Unsere zu dieser Frage im ersten Abschnitt 
der vorliegenden Arbeit mitgeteilten Beobachtungen gestatten bis zu einem 
gewissen Grad eine kritische Stellungnahme zu den wichtigsten, bisher 
im Schrifttum aufgetauchten physiologischen Gesichtspunkten, Beschriin 
kung des Vorkommens der Histaminbildung auf Darmbakterien, Bedeu 
tung derselben bei Erregern von Anaerobeninfektionen, Verhaltnis von 
Histaminbildung und -zerstérung zur Pathogenitat. 

Neben der Histidindecarboxylase besitzt fiir den anaeroben Abbau 
dieser Aminosaure die Histidindehydrase Bedeutung. Der zweite Abschnitt 
unserer Versuche beschaftigt sich daher mit der Unterscheidung dieser 
beiden Fermente, soweit sie bakterieller Herkunft sind, wobei u. a. be 
sonders der Vergleich der py-Aktivitatskurven von Bedeutung erscheint, 
deren Optimum nur fiir die Dehydrase im physiologischen Gebiet liegt. 

SchlieBlich beansprucht die Histaminbildung durch bakterielle Histidin 
decarboxylase nicht nur fiir den jeweiligen Wirtsorganismus, sondern auch 
fiir das Bakterium selbst physiologisches Interesse. Nachdem im Schrift 
tum (E. F. Gare) gezeigt worden war, daB Decarboxylase im Hinblick 
auf das py des Mediums unter bestimmten Ziichtungsbedingungen als 


* Die Untersuchung wurde 1943 ausgefiihrt —- 1944 wurde sie durch die Zeit- 
ereignisse abgebrochen. 
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adaptives Ferment betrachtet werden kann, erhob sich die Aufgabe, den 
Bildungsbedingungen der Fermente im einzelnen nachzugehen, insbesondere 
zu untersuchen, ob die bakterielle Dehydrase auch als adaptiv im Hin- 
blick auf das spezifische Substrat (l-Histidin) zu betrachten sei u. a. Hier- 
mit beschaftigt sich der dritte Abschnitt unserer Versuche. 


I. Uber das Vorkommen der Histidindecarboxylase 
und der Histaminase im Bakterienreich. 


Uber den Histamingehalt von Bakterienkulturen liegt eine Reihe von 
Arbeiten vor. So fanden HANKE und KOEsSLER (1922) unter 62 Kulturen, 
unter denen sich 29 Colistamme befanden, bei 6 der letzteren die Fahig- 
keit, Histamin zu bilden, wahrend die anderen — darunter auch Typhus- 
und Ruhrbakterien sowie weitere Vertreter der Salmonella-Gruppe — hierzu 
nicht imstande waren. In einer spateren Arbeit ermittelten Kogss_er, 
HANKE und SHEPPARD (1928) unter 233 Stammen von 94 Bakterienarten 
9 Histaminbildner, und zwar 2 Vertreter der Coligruppe, 1 Enteritis-, 
1 Paratyphus B- und 5 Morganstamme. Ebenfalls mit Bakterienkulturen 
wahrend bzw. nach der Vermehrung arbeitete A. H. EaGertu (1938, 
1939), der die Umbildung von zugesetztem Histidin in Histamin priifte 
und letzteres in den Kulturen kolorimetrisch bei geeignetem py ermittelte. 
In zahlreichen Kulturen verschiedener Arten fand er nur bei je einem 
Coli- und Typhusstamm, einigen Salmonellaarten, 4 Diphtherie- und 5 
Aerobacter-aerogenes-Stammen, Clostridium Welchii und Bacterioides 
ovatus, sowie bei FRANKELschen Gasbrandbazillen Histamin, wahrend 
die Mehrzahl der gepriiften Kulturen histaminfrei blieb (z. B. regelmabig 
bei B-proteus vulg., — faecalis, — alcaligenes, — paradysenteriae, — abortus 
Bang, — Streptococcus haemolyticus, — viridans, — pneumoniae, — faecalis, 
Staphylococcus aureus, Bac. subtilis, - mycoides, — mesentericus, — mega- 
therium, — tetani putrificus, — histolyticus, — bifermentans u. a.). 

Diese Beobachtungen veranlaBten den letztgenannten Autor einerseits 
zu der Hypothese, da8 nur Intestinalbakterien — allerdings nicht alle 
imstande seien, Histamin zu bilden, andererseits zu Versuchen iiber die 
Bedeutung des Mediums fiir den Histamingehalt der Kulturen, wobei er 
unter anderem fand, daB bei manchen Bakterien (jedoch nicht z. B. bei 
FRAENKELschen Gasbrandbazillen) die Anwesenheit von Histidin in der 
Kultur notwendig war (optimale Histaminbildung in Gegenwart von Glu- 
kose oder Glycerin). Ruhende Bakterien waren selbst bei groBer Keim- 
dichte und bei bis zu 7 Tage langer Beobachtung nicht oder nur auBerst 
schwach imstande, Histamin zu bilden. Hierzu ist zu bemerken, daB die 
MoOglichkeit einer fortlaufenden Zerstérung des gebildeten Histamins durch 
etwa gleichzeitig vorhandene Histaminase beobachtet werden muB. Der 
EinfluB des Milieus auf den Histamingehalt wachsender Bakterienkulturen 
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kann einerseits die Bildung des maBgebenden Ferments (der Histidin 
decarboxylase), andererseits seine Wirksamkeit betreffen. 

Auf die Bedeutung der Ziichtungsbedingungen fiir die bakterielk 
Histaminbildung, deren Kenntnis weiterhin vor allem durch E. F. Gare 
und Mitarbeiter (1940, 1941, 1942) gefoérdert wurde, und deren genau 
Einhaltung fiir die Auswertung von Vergleichsversuchen eine selbstver- 
standliche Voraussetzung bildet, soll im dritten Abschnitt der vorliegenden 
Arbeit naiher eingegangen werden. Im Hinblick auf das physiologische 
Verstandnis der Verbreitung der Histaminbildung im Bakterienreich ist 
die EaGertusche Arbeit jedoch vor allem durch den genannten Hin- 
weis von Bedeutung, daB diese auf Bewohner des Magen-Darm-Kanals 
beschrankt sei. 

Um diese Annahme sowie einige weitere allgemeine Gesichtspunkte 
liber die Bedeutung der Histaminbildung bei Bakterien zu priifen, stellten 
wir folgende Versuche an: 

Die zu untersuchende Bakterienart wurde in optimalen Nahrmedien (siehe 
Tab. 1), meist Fleischextraktnahrbriihe mit oder ohne Zusatz von 1% Trauben- 
zucker, bei Anaerobiern in Gegenwart von 1°/ Cystein, geziichtet. Nach dem 
Eintritt guten Wachstums, d.h. meist nach 48 Stunden, wurde die Bakterien- 
ernte abzentrifugiert und einmal in phosphatgepufferter physiologischer Koch- 
salzlésung gewaschen. Nur so, d. h. bei Ausschaltung unbekannter Nahrboden- 
bestandteile, ist es méglich, zu konstant und quantitativ vergleichbaren Ver- 
suchsbedingungen zur Priifung der beiden maBgebenden Fermente — der Histin- 
decarboxylase und der Histaminase (Diaminoxydase) —- zu kommen. Man nimmt 
dabei in Kauf, daB die Fermentwirkung vielleicht keine maximale ist. Jedoch 
erscheint dieser Nachteil nicht mehr so groB, seit man iiber die zur Ausbildung 
der beiden Enzyme erforderlichen Bedingungen genauer unterrichtet ist, als 
dies in den genannten friiheren Arbeiten der Fall sein konnte (vgl. hierzu die 
zusammenfassende Darstellung von E. WERLE 1943). 

Von dem gewaschenen Bakteriensediment wird eine Aufschwemmung her- 
gestellt, der man Histidin bzw. Histamin zusetzt. Die quantitative Histamin- 
bestimmung erfolgt am _ atropinisierten Meerschweinchendiinndarm  (vgl. 
E. WFRLE 1941). 

Auf diese Weise ist es méglich, einerseits die Bildung der beiden Fermente 
getrennt von threr Wirkung auf das Substrat zu untersuchen, andererseits 
jedes der beiden Fermente einem isolierten Studium zu unterwerfen. 

Die Trennung der Fermentbildung von der Priifung ihrer Wirkungs- 
weise am spezifischen Substrat wurde vor allem durch die Kenntnis der 
Py-Abhangigkeit der Decarboxylaseaktivitat gefordert (vgl. bes. E. F. GALE 
1939). Letztere besitzt bei den meisten Bakterien ein ausgesprochenes 
Optium bei py 5,0-5,5. Dagegen gelang es uns in den meisten Fallen nicht, 
die zu untersuchenden Bakterien in einem so stark sauren Gebiet zum 
Wachsen zu bringen oder wenigstens eine einigermafen ausgiebige Ernte 
zu erzielen. Manche der zu priifenden Bakterien wie z. B. Vibrionen werden 
bei dem genannten py nicht nur stark im Wachstum gehemmt, sondern so- 
gar z. T. abgetétet. 
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Die gleichzeitige quantitative Priifung der Decarboxylase- sowie der 
Histaminasewirkung ist deshalb erforderlich, weil die in der Kultur gemes 
sene Histaminmenge das Ergebnis eines Zusammenwirkens beider Fer- 
mente darstellen kann. Ein Ubersehen dieser Tatsache kann-zu Fehl- 
schliissen bei der Beurteilung mancher in der Literatur mitgeteilten Ergeb- 
nisse fiihren, Am einfachsten wird die Decarboxylasewirkung in der Weise 
zunachst isoliert erfaBt, daB man die Histaminase durch Zusatz von Putrescin 
zum Versuchsansatz fiir den Histaminabbau blockiert (E. WERLE 1942). 

Ergebnisse: a) Betrachten wir unsere mit dem geschilderten Verfahren 
erhaltenen Ergebnisse der isolierten Decarboxylase- und Histaminase 
wirkung (Tab. 1), so ergibt sich, daB tatsachlich nur verhaltnismaBig 
wenige Bakterienarten, unter diesen jeweils keineswegs alle untersuchten 
Staimme, imstande sind, aus Histidin Histamin zu bilden. Die Annahme, 
daB Bewohner des Magen-Darm-Kanals die einzigen wesentlichen Histidin 
decarboxylasebildner seien, trifft im groBen ganzen auch nach den mit 
unserer Methode erhaltenen Beobachtungen zu, falls man den FRAENKEL 
schen Gasbrandbacillus hierzu rechnet, der ja tatsachlich im normalen 
Darm vorkommen kann, wenn dies auch nicht seine Hauptfundstitte 
darstellt. Andererseits ist aber zu beriicksichtigen, daB auBer Gasbrand- 
bazillen im wesentlichen nur Colibakterien zur Histaminbildung unter 
unseren Versuchsbedingungen befahigt waren, wahrend alle anderen 
normalen Darmbewohner gar keine oder nur eine auBerst geringe Menge 
Histidin-Decarboxylase bildeten. Dies gilt vor allem fiir die regelmaBig 
im Stuhl vorkommenden sogenannten Enterokokken, aber auch fiir B. 
aerogenes, — proteus, — bifidum, — acidophilum sowie fiir Sporenbildner und 
Vibrionen (bei B. proteus vulgare u. B. morgan hatte auch E. F. Gave 1941 
bei Verfolgung der CO,-Abspaltung keine Histidindecarboxylierung beob- 
achtet), - Ein Unterschied zwischen pathogenen und apathogenen Darm 
bakterien war ebenfalls kaum zu beobachten. Die untersuchten pathogenen 
Vertreter von B. enteritides und dysenteriae, die z. T. frisch aus Stiihlen 
Erkrankter geziichtet waren, bildeten nur wenig Histamin. 

Worauf das unterschiedliche Verhalten verschiedener Colistaimme be- 
ruht, laBt sich bis jetzt nicht sagen. Die Fahigkeit, Histidin in Histamin 
umzuwandeln, geht den sonst iiblichen diagnostischen Merkmalen, z. B. 
dem Hamolysevermégen oder dem Vorhandensein kohlehydratspaltender 
Enzyme nicht konform, ebensowenig der Herkunft aus menschlichen 
Krankheitsfallen. 

Man wird daher dazu neigen, in der Ansiedlung der betreffenden Stimme 
im Darm keine ausschlaggebende Ursache fiir die Bildung der Histidin- 
decarboxylase zu sehen. 


Ein Blick auf den zweiten Teil der Tabelle 1 zeigt, daB auch die Inakti- 


vierung von Histamin nach den bisherigen Beobachtungen keinen Riick- 
schluB auf die Herkunift der Stamme gestattet. 
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b) Die Tatsache der stark toxischen Wirkung kleiner Histamindosen 
besonders auf den Kreislauf lie8 daran denken, in der bakteriellen Histamin 
bildung eine Mitursache fiir die Ausbildung bestimmter Krankheits 
erscheinungen zu erblicken (vgl. E. Werte und H. REPLOH 1942). Vor 
allem war es von Interesse, das Verhalten anaerober Wundinfektionserrege: 
unter diesem Gesichtspunkt zu untersuchen, zumal nachdem die Histamin 
bildung durch deren wichtigsten Vertreter, den FRAENKELschen Gasbrand 
bacillus (Clostr. Welchii) ermittelt war. 

Bereits im Schrifttum befinden sich einzelne dahingehende Beobach 
tungen. So teilt E. F. GALE (1941) mit, daB Bac. Welchii, Bac. bifermen 
tans und B. fallax imstande seien, ]-Histinin in Histamin umzuwandeln, 
besonders wenn die Bazillen inGegenwart eines angreifbaren Kohlehydrats 
bei verhaltnismaBig stark saurem p,, geziichtet waren. Andere Anaerobier 
wie Bac. sporogenes, — histolyticus, — chauvoei, — septicus, —- oedematicus, - 
tetani, — multifermentans u. a. blieben inaktiv. Im AnschluB an diese Be 
obachtung bestimmten G. L. Brown, F. C. MacIntosnH und Brucr 
WuiteE (1941) den Histamingehalt des Blutes gasbrandinfizierter Meer 
schweinchen, den sie nicht erhéht fanden, wahrend der Histamingehalt der 
Muskeln gesteigert war, woraus von den Autoren geschlossen wird, daB dit 
Histaminresorption ins Blut die pathologischen Erscheinungen nicht zu 
erklaren vermag. —- In einem gewissen Widerspruch zu diesen Angaben 
steht eine Mitteilung von D. Woops und A. R. Trim (1942), die die Bildung 
gasformiger Abbauprodukte (H,, CO, und NH3) bestimmten und fanden, 
daB die von ihnen verwandten Gasbrandbazillen nicht imstande waren 
|-Histidin anzugreifen. 

Unsere eigenen Beobachtungen an obligaten Anaerobiern mit Bestimmung 
der Bildung von Histamin aus 1-Histidin unter Ausschaltung etwa gleich 
zeitig vorhandener Histaminase kamen zu dem Ergebnis, da8 nur FRAEN 
KELSGHE Gasbrandbazillen Histidindecarboxylase in einigermaBen erheb 
lichem Umfang zu bilden vermégen. Rauschbrand- und Histolyticusstamme 
waren hierzu gar nicht, Pararauschbrand- und Putrificusstamme nur in 
verschwindendem Mabe imstande (s. Tab. 1). 

Im Gegensatz dazu bildeten Gasbrandbazillen keine Histaminase, 
wahrend B. putrificus und Pararauschbrand, je nach dem verwandten 
Stamm, in verschiedenem Ausma8B Histamin zu inaktivieren vermochten. 
Rauschbrand- und Histolyticusstimme konnten Histamin ebensowenig 
abbauen wie bilden. 

c) Dieser Vergleich der Decarboxylase- mit der Histaminasewirksamkeit 
der einzelnen Bakterienarten fihrt uns zu einem dritten physiologischen 
Gesichtspunkt, der - auBer den bei den bisher erérterten, der Bedeutung 
des Darms als Kulturmedium und der speziellen Annahme einer patho 
genen Wirksamkeit des Histamins bei anaeroben Wundinfektionen — bis 
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her im Schrifttum im Hinblick auf die bakterielle Histaminbildung auf- 
getreten ist. E. WERLE (1940, 1941) stellte fest, daB pathogene Bakterien, 
wie B. typhi, — paratyphi A und B, — enteritidis — und dysenteriae, Histamin 
nicht zu entgiften vermégen, wahrend nicht — pathogene wie B. coli (ein- 
schlieBlich des Colipraparates Mutaflor), pyocyaneum und fluorescens 
in hohem MaB8 imstande waren, Histamin abzubauen. WERLE sieht in der 
Entgiftung vorhandener Amine durch die genannten Bakterienstamme 
(neben ihrer andere Arten verdrangenden Wirkung) ein giinstiges Moment, 
das bei dem Colipraparat Mutaflor auch therapeutische Verwendung 
findet (vgl. auch E. WeRLE und H. REPLOH 1942). 

Unsere in Tabelle 1 mitgeteilten Versuche bestatigen diese Beobach- 
tungen insofern, als zweifellos die genannten pathogenen Darmbewohner 
soweit gepriift — zur Histaminasebildung nicht befahigt sind. Andererseits 
war die Inaktivierung von Histamin durch Colibakterien in unseren Fallen 
allerdings eine ebenfalls recht geringe, was selbstverstandlich mit dem je- 
weiligen Stammcharakter zusammenhingen kann, da die starke inakti- 
vierende Wirkung anderer Coliarten (wie z. B. der im Mutaflor vorhandenen) 
zweifellos besteht. 

Eine Ausdehung des erérterten Gesichtspunktes iiber die Darmbakterien 
hinaus scheint jedoch im Hinblick auf unsere Ergebnisse an Anaerobiern 
nicht méglich zu sein. Hier schlieBen sich Histaminasewirksamkeit und 
Pathogenitdt nicht aus, da —- wie erwahnt - nicht nur der apathogene RB. 
putrificus, sondern auch der menschenpathogene Pararauschbrandbazillus 
imstande ist, Histamin in betrichtlichem Umfang zu inaktivieren. Bis zu 
einem gewissen Grad spricht dies auch dafiir, daB mindestens bei der durch 
Pararauschbrandbazillen hervorgerufenen Anaerobeninfektion dem Hista 
min eine ausschlaggebende Rolle nicht zukommt, um so mehr als - wenig 
stens unter unseren Versuchsbedingungen — diese Bazillenart auch zur 
Bildung von Histamin kaum befahigt wire. 

Es darf hier allerdings ein wichtiger Umstand nicht iibersehen werden: 
Unter den Bedingungen, unter denen ~ auch im Falle der Entwicklung 
einer Anaerobeninfektion beim Menschen —- Anaerobier wachsen, namlich 


bei Sauerstoffabwesenheit oder doch -mangel, ist eine allenfalls vorhandene 


Histaminase unwirksam, weil sie nur unter Sauerstoffverbrauch oxydatiy 
desaminiert. Dagegen behalt die Histidindecarboxylase auch unter 
anaeroben Bedingungen ihre volle Wirkung bei. 


II. Vergleich der Histidindecarboxylase mit der Histidindehydrase 
bei Bakterien. 


Uber die Wirkungsweise der Histidindecarboxylase bestehen ver 


schiedene Ansichten. Die eine geht dahin, den ersten Schritt der Histidin- 


umwandlung in einer Dehydrierung der Amino- zur Iminosiure zu sehen, 
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so daB die Bildung toxisch wirkender Amine einen Seitenweg des oxy 
dativen Aminosaureabbaus darstellen wiirde (KNopp, P. Hoirz), wahrend 
die andere — besonders auf Grund von Hemmungsversuchen mit Carbony] 
und Ketonreagenzien — eine Carbonylgruppe als wichtiges Bauelement 
der Wirkgruppe der Decarboxylase vermutet und daher den Mechanismus 
des Histidinabbaus analog der Decarboxylierung der Brenztraubensaur 
formuliert (vgl. dazu E. WERLE 1943). 

Dies veranlaBt uns dazu, hier itiber Versuche zu berichten, die einen 
Vergleich der Histidindecarboxylase mit der Histidindehydrase ermég 
lichen und insbesondere eine Unterscheidung der beiden Fermente durch 
zufiihren gestatten, wenn auch natiirlich hierin. kein Beweis fiir die zweite 
der obengenannten Anschauungen uber den Mechanismus der Decarboxy 
lierung erblickt werden kann. Die Beobachtungen lassen den SchluB zu, 
daB die beiden Fermente als solche nichts miteinander zu tun haben 
und die Wirkung der Dehydrase keine Vorbedingung fiir das Einsetzen 
der Decarboxylase bildet. 

Uber die Verbreitung von Aminosduredehydrasen im Bakterienreich 
liegt eine Reihe vereinzelter, systematisch noch nicht zusammengefaBter 
Beobachtungen in der Literatur vor, so von J. H. QuAsTEL vorwiegend 
an Colibakterien, von H. BRAUN und Mitarbeitern an pathogenen Ver 
tretern der Typhus-Coligruppe, von O. EnrisMANN und Mitarbeitern 
an Mikro- und Streptokokken, sowie an Diphtheriebakterien (vgl. dazu 
O. EHRISMANN 1937). Mit der Methylenblautechnik im anaeroben Versuch 
gepriift, erwiesen sich zahlreiche Aminosauren als ausgezeichnete Wasser- 
stoffdonatoren, so vor allem auch x-Alanin, was im Hinblick auf die 
Dehydrierbarkeit des Histidins von Bedeutung erscheint. Erwahnt werden 
mag, daB manche Aminosauren bei gewissen Bakterien auch eine Rolle 
als Wasserstoffakzeptoren spielen (z. B. Asparagin mit Na Formiat als 
H-Donator bei Mikrokokken (O. EHRISMANN und S. RUHL 1936). Die 
bakterielle Aminosauredehydrierung kann auch nach Azetonextraktion 
der Zellen beobachtet werden (vgl. z. B. fiir Glykokoll bei obligaten 
Anaerobiern O. EnRISMANN und D., Reuter 1937, fiir Alanin u. a. 
Mikrokokken O. EHRISMANN 1937). Uber die Anwendung der THUNBERG- 
schen Technik bei ruhenden Bakterien (nach J.H. QuasTeEL) und die 
ihren Ausfall beeinflussenden Momente (wie die Bedeutung von Bakterien-, 
Farbstoff- und Donatorkonzentration, Temperatur, py, Alter der Kultur 
und des Fermentpriparats, Giftempfindlichkeit gegeniiber HCN, Brom- 
essigsiure, NaF u.a.) wurde friiher ausfiihrlich berichtet (O. Eurts- 
MANN 1937). 

Die Fahigkeit, Histidin zu dehydrieren, wurde bisher bei Bact. dysen- 
teriae, B. proteus, Staphylococcus aureus (BRAUN und Mitarbeiter 1928), 
Clostridium sporogenes (KocHOLATY und HOOGERHEIDE 1938) sowie bei 
Diphtheriebakterien (O. EnrisMANN und G. PAULI 1938) beobachtet. 
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Im folgenden sollen Versuche mit der THUNBERGschen Methylenblau- 
technik an weiteren Bakterienarten, und zwar auBer an Bact. coli auch 
an verschiedenen obligaten Anaerobiern mitgeteilt werden, deren Ver- 
halten uns — wie oben angefiihrt - aus pathogenetischen Griinden der 
Priifung wert erschien. Die Methylenblauentfarbung in Gegenwart von 
Histidin als H-Donator wurde hierbei mit dem Verhalten in Gegenwart 
von anderen Donatoren (wie Alanin, Histamin, Na-Laktat, das fiir solche 
Versuche bei den meisten Bakterienarten als Standardvergleich besonders 
gut geeignet ist, u. a.) verglichen. 

Die wichtigsten Ergebnisse fiir den vorliegenden Zusammenhang 
unserer Beobachtungen bestehen darin, daB weder die Verbreitung von 
Dehydrase und Decarboxylase bei verschiedenen Bakterien, noch ihre 
py-Abhangigkeit und Giftempfindlichkeit die gleichen sind, und es sich 
somit um zwei voneinander verschiedene Fermente handeln muB. 


Methodisches: Die zu untersuchenden Bakterien wurden in 0,5% Trauben- 
zucker enthaltender Nahrbriihe geziichtet und bis zu guter Wachstumsdichte 
bei 37° bebriitet. Fiir die Ziichtung obligater Anaerobier enthielt das Nahr- 
medium auBerdem noch 0,1% Cystein oder Ascorbinsaure (Cebion). Alsdann 
wurde der Bakterienbodensatz in phosphatgepufferter physiologischer Kochsalz- 
lésung von py 7,4-7,6 dreimal durch Zentrifugieren gewaschen und durch 
Verdiinnen mit derselben Lésung auf die gewiinschte Keimdichte gebracht. 
Am besten ist es, die Bakterien 24 Stunden zu bebriiten und die Aufschwem- 
mungen sofort zum Versuch zu benutzen, da die Dehydrierungsfahigkeit 
gegeniiber Aminosauren sowohl mit dem Alter der Kultur wie mit dem Lagern 
der Aufschwemmungen rasch abnimmt. Zum Versuchsansatz gaben wir je 
1ccm der auf diese Weise hergestellten Bakterienaufschwemmung mit je 1 ccm 
Substrat- und 1tccm Methylenblaulésung in ein THuNnBeRG-Rohrchen, das 
sofort evakuiert und in ein Wasserbad von 37° mit Glaswanden gestellt wurde. 
An Stelle der letzteren kann man auch gewohnliche Reagenzglaser gleicher 
Dicke nehmen, wenn die zu verwendenden Lésungen zur Entfernung von Sauer- 
stoff méglichst kurz zuvor ausgekocht werden; zum LuftabschluB iiberschichtet 
man in diesem Fall mit einer geniigend, d.h. einige cm dicken Schicht von 
Vaseline oder Paraffinél; ob der LuftabschluB ausreichend war, zeigt iibrigens 
in jedem Fall das Fehlen eines blauen Rings unter der Vaseline- bzw. Paraffinél- 
schicht nach der Entfarbung; R6ohrchen mit blauem Ring oben miissen ver- 
worfen werden. Die Vaseline- und Paraffinélpraparate diirfen keine die Reaktion 
hemmenden oder das p,, beeinflussenden Substanzen abgeben. 

Die Bestimmung der Bakteriendichte erfolgte durch Ermittlung des Trocken- 
gewichts (abziiglich des Salzriickstandes der Pufferlésung). Methylenblau- 
konzentration meist 0,0003 mol. (vgl. die mitgeteilten Protokolle). 


Unsere Ergebnisse iiber die Dehydrierung von Histidin durch ver 
schiedene Bakterienarten werden durch die Versuchsprotokolle 1-7 
erlautert. 

1. Wir verglichen zunachst die Dehydrierungsgeschwindigkeut von Histidin 
mit derjenigen verschiedener anderer Substrate, woriiber Tabelle 2 fiir 
FRAENKELsche Gasbrandbazillen einen Ausschnitt bietet. Zum Vergleich 
sei auf das angegebene Schrifttum verwiesen (insbesondere die Arbeiten 
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von O. EHRISMANN 1937, G. PAULI 1938, D. REUTER 1937 und S. Rin 
1936, in denen sich zahlreiche weitere Beispiele an anderen Bakterien 
arten finden). Wesentlich leichter als Aminosaéuren werden bei Gas- 
brandbazillen, wie bei den meisten Bakterienarten, vor allem Kohle 
hydrate angegriffen; unter den ersteren steht aber Histidin mit an 
vorderster Stelle. 

2. Die Bedeutung der Bakterienkonzentration bei einem anderen obli 
gaten Anaerobier, dem Rauschbrandbazillus, veranschaulicht Tabelle 3. 
Dieser ist unter den gegebenen Ziichtungsbedingungen in der Lage, 
mehr Histidindehydrase zu bilden als der FRAENKELsche Gasbrand 
bazillus. 

Auch die Geschwindigkeit der Histamindehydrierung, die wir aus den 
oben (Abschnitt 1) erérterten Griinden zum Vergleich danebenstellen, ist 
betrichtlich. - Es mag an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dab 
die beiden genannten menschen- bzw. tierpathogen wichtigen Anaerobier 
(vgl. Tab. 1b) keine Histaminase, jedoch eine Histamindehydrase zu ent 
wickeln vermégen, also zwar nicht aerob, wohl aber unter anaeroben 
Verhaltnissen, wie sie im infizierten Gewebe gegeben sind, das Amin 
anzugreifen vermégen. Weitere praparative und toxikologische Versuche 
werden an diesem Punkt anzugreifen haben. — Einen Vergleich der uns 
hier besonders interessierenden Histidindehydrase mit der (ebenfalls 
anaeroben) Histidindecarboxylase, hinsichtlich der quantitativen Ab 
stufung ihres Vorkommens erméglichen die sogleich zu erwahnenden 
Versuche. 

3. Die Versuche 3-5 zeigen die Abhangigkeit der (anaeroben) Histidin 
dehydrierung von der Wasserstoffionenkonzentration, im Vergleich zu der 
py-Aktivitatskurve der Histidindecarboxylase bei drei verschiedenen Bak- 
terienarten. In allen Fallen ergibt sich, daB das Optimum der letzteren 
wie bekannt — im sauren Gebiet liegt und stark ausgeprdgt erscheint, 
wahrend die Dehydrierung vom py weniger stark abhangig ist, jeden- 
falls aber zwischen py 7,2-7,6 am raschesten verlauft. — Fiir den Fall 
der Colibakterien (Vers. 3) liegt das Optimum der Histidindehydrierung 
(d.h. das Minimum der mit der Methylenblautechnik nachweisbaren 
Dehydrierungszeit) zwischen py 7,1 und 7,8. Sowohl nach der sauren 
wie nach der alkalischen Seite hin nehmen die Reduktionszeiten mehr 
und mehr, jenseits 8,2 verhaltnismaBig rasch, zu. DaB diese Dehydrierung 
jedoch nicht mit einer Decarboxylierung verbunden ist, zeigt die gleich- 
zeitig erfolgte Histaminbestimmung am Meerschweinchendarm (Ab- 
schnitt II, Vers. 3). Entsprechend dem py-Optimum der Histidin- 
decarboxylase fand sich Histamin nur in den sauren Ansitzen zwischen 
Py 5,8 und 7,4 (am meisten in diesem Fall bei py 6,6). 

4. Entsprechend gestalten sich unsere Versuche mit FRAENKELschen 
Gasbrandbazillen. Die Histidindehydrierung ist hier bei py 6,45 ein- 
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deutig nachweisbar, wahrend sie bei py 4,23 auBerst schwach erscheint, 
bzw. nur unvollstandige Methylenblauentfarbung bedingt. Umgekehrt 
ist die Decarboxylasewirkung bei py 4,23 sehr stark, bei py 6,45 nur 
mehr gering. —- Von Interesse ist auch ein Vergleich der beiden Ferment- 
wirkungen bei geringer Enzymkonzentration in Gegenwart von 6,56 
bzw. 7,1 mg/ccm Bakterienmasse. In diesem Fall ist tibérhaupt nur die 
Decarboxylasewirkung — und zwar bei py 4,23 sehr stark — nachweis- 
bar, was nur dadurch erklarlich ist, daB die Bakterien wesentlich mehr 
Decarboxylase als Dehydrase gebildet haben, d.h. eben, daB es sich um 
zwei verschiedene Fermente handelt. Gleichzeitig zeigen derartige Ver- 
suche, daB die Dehydrasewirkung keine notwendige Voraussetzung fiir 
das Einsetzen der Decarboxylase bildet, sondern letztere — sei es wie 
immer — unmittelbar am unveranderten Histidinmolekiil angreift. 

5. Versuch 5 gibt das Verhalten der tierpathogenen Rauschbrand- 
bazillen wieder. Diese enthalten eine Histidindehydrase, deren Wirksam- 
keit von der Wasserstoffionenkonzentration verhaltnismaBig wenig im 
alkalischen Gebiet, sogar anscheinend noch weniger als die des ent- 
sprechenden Ferments der Colibakterien (Vers. 3), abhangt; das Optimum 
der Wirksamkeit liegt jedenfalls nicht im sauren Gebiet. - Wahrend 
im vorangehenden Versuch die Bakterien - FRAENKELsche Gasbrand- 
bazillen — weniger Histidindehydrase als -decarboxylase bildeten, liegen 
die Verhaltnisse bei Rauschbrandbazillen gerade umgekehrt: obwohl diese 
imstande sind, Histidin zu dehydrieren, kénnen sie doch kein Histamin 
bilden, was erneut die Verschiedenheit der beiden Fermente zeigt. 

6. Die Giftempfindlichkeit der Histidindecarboxylase ist besonders 
insofern von Interesse, als es gelingt, durch Carbonylgruppenreagentien, 
wie z. B. Semicarbazid und Hydroxylamin, eine starke reversible Hem- 
mung hervorzurufen (vgl. E. Werte und K. Heitzer 1938, E. WERLE 
1943), was fiir das Vorhandensein einer Carbonylgruppe in dem wirksamen 
Bestandteil des Fermentmolekiils spricht. Wie Versuch 6 zeigt, ist es im 
Gegensatz hierzu bei Colibakterien nicht méglich, die Histidindehydrierung 
durch Semicarbazid zu_beeinflussen. 

Auch Blausdure, die Decarboxylase zu hemmen vermag, verlangerte 
in unserm Versuch mit Colibakterien die Reduktionszeit des Methylen- 
blaus in Gegenwart von Histidin nicht. Ubrigens ist die Blausaureempfind- 
lichkeit anaerober, bakterieller Dehydrasen gegeniiber verschiedenen 
Substraten bei den einzelnen Bakterienarten zum Teil ganz verschieden 
(O. EHRISMANN 1937 U. a.). 

Auch Nikotinsdure und Nikotinséureamid blieben wirkungslos. ~ Die 
Priifung von Malonsdure bei der anaeroben Histidindehydrierung stieB 
deshalb auf Schwierigkeiten, weil Malonsdure selbst eine (verschieden 
starke) Beschleunigung der Methylenblaureduktion im THUNBERG- Versuch 
hervorrief. 
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7. Im Versuch 7 wurden die entsprechenden Verhaltnisse bei FRAENKEL 
schen Gasbrandbazillen untersucht und das Ergebnis des Versuchs 6 be 
statigt. 

Fassen wir unsere Versuche unter dem Gesichtspunkt des Vergleichs 
der beiden das Histidinmolekiil angreifenden Fermente zusammen, so 
ergeben sich demnach folgende Unterschiede: 

a) Die py-Abhangigkeit der Fermentwirkungen ist verschieden, indem 
das Optimum fiir Decarboxylase wesentlich starker im sauren Gebiect 
liegt als fiir die Dehydrase und auch viel starker ausgepragt erscheint 
als fiir die letztere. Die Dehydrase trifft also im Gewebe bessere Wirkungs 
bedingungen an als die Decarboxylase. 

b) Die Giftempfindlichkeit der beiden Fermentwirkungen unterscheidet 
sich vor allem durch die Hemmbarkeit der Decarboxylase vermittels 
Semicarbazid, das die Dehydrase unbeeinfluBt 1aB8t. 

c) Die Verbreitung der beiden Fermente im Bakterienreich ist nicht die 
selbe, die der Dehydrase im allgemeinen auf mehr Bakterienarten aus 
gedehnt als die der Decarboxylase. Andererseits gibt es Stamme, die 
unter bestimmten Versuchsbedingungen wesentlich mehr Decarboxylase 
bilden als Dehydrase. 


Ill. Uber die Bildung der bakteriellen Histidindecarboxylase. 


Wir kommen nunmehr zu der Frage: wie entsteht die bakterielle 
Histidindecarboxylase ? 

Das bedeutsamste Ergebnis des Schrifttums besteht in der Erkenntnis, 
daB die Histidindecarboxylase ein adaptives Ferment darstellt, indem sie 
nur in stark saurem Medium gebildet wird (A. H. EaGertu 1939, E. F. 
GALE 1941, E. F. GALE und H. M. Epps 1942). E. F. GALE faBt seine 
Beobachtungen zusammen, indem er schreibt: 

Die Aminosduredecarboxylasen werden wihrend des Bakterienwachstums 
als Reaktion auf saures py, die Desaminasen als Reaktion auf alkalisches 
Py des Mediums gebildet; es handelt sich also um einen Neutralisations- 
mechanismus. Die Bildung dieser Enzyme ist am gréBten, wenn das p,, 
waihrend des Wachstums méglichst in der Nahe des p,,-Optimums der 
Wirksamkeit (des Aktivitaétsoptimums) liegt. 

GALE demonstriert diesen Befund an Hand verschiedener Aminosaure 
decarboxylasen (darunter auch der Histidindecarboxylase), der Glutamin- 
sauredesaminase, sowie der Ameisensauredehydrase (vgl. E. F. GALE und 
H. M. Epps 1942 S. 602). Starke Aktivitét gegeniiber Histidin wurde 
erst erhalten, wenn die zu den Versuchen verwandten Colibakterien bei 
einem Py von 5,0 und weniger geziichtet waren (d. h. also in einem 
fiir den Wirtsorganismus bei parasitaren bzw. pathogenen Bakterien 
durchaus unphysiologischen Gebiet!). 
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Von weiteren Beobachtungen iiber die Entstehungsbedingungen der 
Histidindecarboxylase ist bemerkenswert, da die Anwesenheit eines 
fermentablen Kohlehydrats wie Glukose (0,3-1°%), Glycerin oder auch 
Glykogen begiinstigend wirkt (A. H. EGGertH 1939, E. F. GALE 1941). 
Zum Teil ist dies sicher auf die Saurebildung im Verlauf des Bakterien- 
wachstums zuriickzufiihren. A. H. EGGERTH (1939) ist jedoch der Ansicht, 
daB hier noch ein anderer Effekt von Bedeutung sein miisse. — Es ist 
selbstverstandlich, daB derartige Einfliisse nur festgestellt werden konnen, 
wenn man die gebildete Decarboxylase auf die Einheit des Bakterien- 
trockengewichts wahrend des Versuchs bezieht, da Kohlehydrate bei 
zahlreichen Bakterien wachstumsbegiinstigend wirken. 

Nach den genannten Beobachtungen kann man zweifellos die Amino- 
siuredecarboxylasen als adaptive Fermente (im Sinne KarstroMs, 1938) 


gegeniiber saurer Reaktion des Mediums bezeichnen. Es ergibt sich die 


Frage, ob auch eine Anpassung der Fermentbildung gegeniiber der An- 
wesenheit des spezifischen Substrats, also hier gegeniiber dem Histidin, in 
der Umgebung der Bakterien zur Beobachtung gelangt. 

Als besonders giinstig fiir die aminosaiurespaltenden Enzyme gilt ein 
Nahrmedium, dem (zahlreiche Aminosauren enthaltendes) Casein zugesetzt 
wird (vgl. z. B. D. D. Woops und A. R. Trim 1942, die Arbeiten GALEs 
u. a.). Ob aber die Anwesenheit des spezifischen Substrats zur Entstehung der 
Histidindecarboxylase obligatorisch erforderlich ist, lieB sich aus dem Schrift- 
tum bisher nicht mit Sicherheit entscheiden. E. F. GALE und H. M. Epps 
(1942) bezeichnen dies (auch bei saurem Medium) als ,,wahrscheinlich‘. 

In unseren eigenen Versuchen gingen wir daher so vor, dai wir die Bakterien 
(mehrere Stamme von Bact. coli) in einer synthetischen Nahrlésung ziichteten, 
in der diese gut wuchsen, die jedoch zunichst keine Substanzen enthielt, die die 
Decarboxylasebildung begiinstigte. Dieser Lésung setzten wir sodann nachein- 
ander diejenigen Stoffe hinzu, deren Wirkung auf die Fermentbildung wir priifen 
wollten, d.h. Histidin selbst, aber auch andere Aminosiauren, Pepton, Fleisch- 
extrakt, sowie Kohlehydrate. 

Als Ausgangsnahrlésung verwandten wir fiir die zunachst mitzuteilenden 
Versuche ein Gemisch, das als organische Kohlenstoffquelle 0,3% Trauben- 
zucker, als Stickstoffquelle 0,075% Ammonsulfat enthalt: 

Zusammensetzung der Ausgangsnahrlésung A: 

0,075 % Ammonsulfat, 

0,3. % Traubenzucker, 

0,45 % primares Kaliumphosphat, 

0,05 % Kaliumchlorid, 

0,005 % Magnesiumsulfat, 

0,0005%, Eisencitrat. 
Herstellung: Es werden drei Stammlésungen hergestellt (I: 0,75 (NH 4), SO, + 
4,5 KH, PO, + 0,5 KCL + 0,05 Mg SO, ad 1000,0 H,O, mit NaOH neutrali- 
siert; II: 30% Traubenzuckerlésung; III: 0,1% Eisencitratlésung, die man 
getrennt durch 20 Minuten langes Erhitzen auf 115°C im Autoklaven sterilisi ... 
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Zu g50ccm LésungI gibt man sodann unter sterilen Bedingungen 10 ccm 
Lésung II, sowie 5ccm Lésung III und fiillt auf 1000 mit steril. Aqua dest. auf. 

Sdmtliche Versuche wurden wiederholt mit mehreren Colistammen durch- 
gefiihrt. : 

Versuch 1. Zum Vergleich ziichteten wir die Colibakterien in 1% Trauben- 
zucker enthaltender Nahrbriihe, in der eine bedeutende, wenn auch nicht immer 
ganz gleichmaBige Bildung von Histidindecarboxylase erfolgt. Bei den groBen 
Unterschieden gegeniiber den Ergebnissen in synthetischer Nahrlésung stort 
der letztgenannte Umstand jedoch nicht. Ziichtet man die Mikroorganismen 
in der angefiihrten Ausgangslésung A, so verschwindet die Fahigkeit, Histidin- 
decarboxylase zu bilden und erscheint auch nach Gewohnung des Stamms an das 
Nahrmedium nicht wieder. Nach 28 Passagen in synthetischer Nahrlésung trat 
keine (nennenswerte) Decarboxylasebildung ein. Andererseits gelingt es, diese 
wieder hervorzurufen, wenn man die Keime in Traubenzuckernahrbriihe zu- 
riickbringt; schon die erste Nahrbriihpassage ermdglicht die Fermentbildung, 
die sich nach weiterer Ziichtung in dem giinstigen Medium bis zum Ausgangs- 
wert steigern laBt. Zusatz von 1°/ /-Histidin zu der Ausgangsnahrlésung A 
ruft keine Decarboxylasebildung hervor. Die geringen Schwankungen von 
5-11 y gebildeten Histamins auf 1 mg Trockensubstanz gegeniiber 0-88 y in 
den Vergleichsversuchen ohne Histidinzusatz tibersteigen die Fehlergrenzen 
nicht. 

In Versuch 2 wurde der EinfluB von Pepton (Witte) und Fleischextrakt (Lir- 
BiG) auf die Decarboxylasebildung gepriift. Zusatz von 1% Witte-Pepton zur 
Ausgangslésung A vermochte in diesem Versuch in Gegenwart von 0,3% Glukose 
keine Fermentbildung auszulésen. Zusatz von steigenden Mengen von Liebigs 
Fleischextrakt zu peptonhaltiger Lésung ist hierzu in dem vorliegenden Fall 
imstande, und zwar wirkt sich der Fleischextrakt bei steigender Konzentration 
in zunehmendem MaB giinstiger aus, so das in Gegenwart von 0,5% der Ver- 
gleichswert der Versuche in Traubenzuckernahrbriihe erreicht, in Gegenwart 
von 1% sogar etwas iiberschritten wird. Auffallend ist jedoch, daB8 bei langer 
dauernder Ziichtung in peptonhaltiger N&ahrlésung, selbst im letztgenannten 
Fall, die Decarboxylasebildung wieder verloren geht. Es muf hinzugefiigt 
werden, da in anderen Versuchen mit Liebigs Fleischextrakt bei Colibakterien 
eine Auslésung der Fermentbildung tiberhaupt vermift wurde, was auf Stamm- 
eigentiimlichkeiten, aber auch auf Inkonstanz in der Zusammensetzung des 
kauflichen Fleischextraktes zuriickzufihren ist. 

Versuch 3. Da wir auBer den genannten Zusatzen auch die Bedeutung von 
Traubenzucker fiir die Decarboxylasebildung vergleichsweise verfolgen wollten, 
gingen wir in diesem und folgenden Versuchen von einer Nahrlésung aus, die 
einem von H. Braun fiir Diphtheriebakterien angegebenen Medium nachgebil- 
det war und die (zunichst) hohlehydratfrei blieb. Sie enthielt als Kohlenstoff- 
quelle Natriumacetat. 

Zusammensetzung der Ausgangsnahrldsung B: 

0,25 % Kochsalz 

0,05 % Kaliumphosphat 

0,15 % sekundares Natriumphosphat 
0,005 % Magnesiumsulfat 

0,25 % Natriumacetat 

0,0125 % Cystin 


Im Versuch 3 priften wir, ob Colibakterien in kohlehydratfreier synthetischer 
Nahrlésung durch Zusatz von verschiedenen einzelnen A minosduren, von Pepton 
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oder speziell von //zstidin zur Decarboxylasebildung angeregt werden kénnten. 
Dies war nicht der Fall. In synthetischer Nahrlosung (= Ausgangsnahrlésung B) 
mit Zusatz von Glutaminsaure, Tyrosin und Asparagin erfolgt Abnahme der 
Decarboxylasemenge gegeniiber den Vergleichswerten in Traubenzuckernahr- 
briihe. Impft man aus der synthetischen Loésung in letztere zuriick, so gewinnen 
die Bakterien ihr Fermentbildungsvermégen erneut wieder. 

Versuch 4 ergab, daB es méglich ist, durch ausreichenden 7raudbenzuckerzusatz 
die Decarboxylasebildung bis zu einem gewissen Grad anzuregen und bestitigt 
damit die oben angefiihrten Beobachtungen des Schrifttums. Eine 1% Trauben- 
zucker enthaltende synthetische Nahrlésung erméglicht auch ohne Histidin die 
Bildung einer Fermentmenge, die derjenigen in Traubenzuckernahrbriihe 
groBenordnungsmaBig nicht nachsteht. Zusatz von 1% Pepton verbessert dies 
Ergebnis noch weiter. Letzteres scheint zunachst in einem gewissen Gegensatz 
zu Versuch 2 zu stehen, in dem Pepton in Gegenwart von Traubenzucker (in 
Ausgangsnahrlésung A) die Decarboxylasebildung nicht anregt. Es mu aber 
beriicksichtigt werden, daB in Versuch 2 die Traubenzuckerkonzentration nur 
0,3% betrug und daher anscheinend zu gering war. Die beste Fermentausbeute 
ergab jedenfalls die Ziichtung in einer Nahrlésung mit 1% Traubenzucker und 
1% Pepton. 

Versuch 5. Die folgenden Versuche befassen sich mit der Frage, ob es 
gelingt, den letztgenannten Effekt in Gegenwart von 1% Pepton auch durch 
Zusatz einzelner Aminosduren zu erzielen. Versuch 5 ergibt, das Asparagin, 
Tyrosin und Glutaminsdure bzw. je zwei der genannten Substanzen zwar eine 
gewisse Begiinstigung der Fermentbildung bedingen, jedoch Pepton nicht zu 
ersetzen vermégen. Wenn auch in diesem Fall der Vergleichswert in Trauben- 
zuckernahrbriihe verhaltnismaBig niedrig liegt, so wird er doch durch die Ergeb- 
nisse in synthetischer Nahrlésung mit Aminosdurezusatz nicht erreicht. 

In Versuch 6 wurde die Wasserstoffionenkonzentration variiert. Entgegen den 
Angaben des Schrifttums mit anderen Nahrmedien ergab ein p, von 6,0 (oder 
darunter) bei unserer synthetischen Nahrlésung mit Aminosduren keine Ver- 
besserung der Decarboxylaseausbeute gegeniiber p,, 7,4. 

Versuch 7 erbrachte ein entsprechendes Ergebnis auch dann, wenn die Zahl der 
Aminosauren auf acht erhoht wurde. Bemerkenswert erscheint, daB die Decar- 
boxylasebildung in diesem Versuch trotz Anwesenheit von 8 Aminosauren iiber- 
haupt nur. recht gering bleibt, was wakrscheinlich darauf zuriickzufiihren ist, 
daB der Stamm bereits zuvor iiber 9 Passagen in synthetischer Nahrlésung mit 
3 Aminosauren (Vers. 6) geziichtet war und eine Vermehrung der letzteren nun 
mehr keine Erholung der Fermentbildung mehr hervorrufen konnte. Entspre- 
chendes wurde in Parallelversuchen wiederholt beobachtet. 

Die in Versuch 6 und 7 geschilderte Unabhangigl-eit der Histidindecarboxy- 
lasebildung von der Wasserstoffionenkonzentration bei Verwendung von syn- 
thetischen Nahrlésungen der angegebenen Zusammensetzung berechtigt, neben 
dem von GALE und Mitarbeitern gefundenen adaptiven Anteil des Ferments in 
Bezug auf das p, des Milieus bei unseren Stémmen noch einen nicht-adaptiven 
anzunehmen. 

Im Versuch 8 wurde die Decarboxylasebildung von Colibakterien in syntheti- 
scher Ni&ahrlésung mit 1% Traubenzucker unter dem EinfluB zugesetzten 
Histidins untersucht. Weder 1°/ noch 5°/o //stidin vermochte die Ferment- 
bildung anzuregen. Zusatz von 8 verschiedenen Aminosauren (auBer Histidin) 
konnte diese steigern, jedoch war das spezifische Substrat auch in letzterem 
Fall wirkungslos. Wurden die Bakterien in den angegebenen synthetischen 

37* 


2 2 See Sees 2 


hs 


2 


Korrnrowy 


sme 


7” 
o 
> 

/ 
4S 


4. 
. 


eA 
~* 


2 
. 


so 8 





t beete nie 


4 
| 


fas 


574 O. EnrisMann t+ und E. Were: 


Tabelle 1a. Vorkommen der Histidin-Decarboxylase in verschiedenen Bakterien 





Gebilder Gebildete 

ildete i in- 
Histamin- barring a 
menge gewicht in vine 
in y mg/ccm Trocken- 
substanz 


Ziichtung 


Bakterienarten bei 37°C 
bei Pyy 722-794 





Streptococcus faecalis _ 48 Std. in gew. oder 
I t oP F Traubenzuckernahrbrihe 


(Enterococcen) -2 4,1-16,5 
8 Stamme . 


IE. B; Coh (30Stamme)* Piss: trate tango SD 0,1—380 

B. Enteritidis 

(7 Stimme) . . . x 3,0- 4,9-8,1 
Shiga-Kruse 

(B. dysenteriae) 

(6 Stamme) -. 

Kruse-Sonne E 

(7Stamme).. . : 3- 3,9-7,8 
B. aerogenes 

(2 Stamme).. . : : 5,2-9,8 
B, pneumoniae 

Friedlander 

(2 Stamme) . . . “ ‘ 2,9-8.0 
B. proteus (8Stamme) re - 6,1-13,8 


B. bifidum 48 Std. in gew.Nabrbriihe 
gap Ft I mit Cystein** 
(4 Stamme) .. . 11-16,6 


B. acidophilum . . 16,6 
B. subtilis*¥** . . . 20 Std. in gew.Nahrbrihe 











B. mesentericus . 
B. mycoides 


(2 Stimme) 5,9-8,3 


B. pseudoanthracis 
B. megatherium. . 


” 





B. putrificus 


48 Std. in gew.Nahrbriihe 


(§Stamme).. . | : 6,3-14,6 | 0,15-0,82 
B. phlegmonis em- TT Mae ee 

physematosae (Gas- 
brand, 4 Stamme) 
B. Rauschbrand 
(2Stamme) .. . | 33 ; 5,9-3,9 | 0-0,26 
B, pararauschbrand | 

(3 Stimme) . . . | 2 

48 Std. in gew. Nahrbrihe 





Vibrio Calcutta . 
Vibrio Finkler . a ‘ ’ 
Vibrio Metschnikoft Sj - oO 


* Unter 30 untersuchten Coli-Stammen bildeten: 14 Stamme bis 15 7, 10 Stamme bis §0 y, 2 Stamme 
bis 70 y, 1 Stamm tiber 250 y und 3 Stamme iiber 350 +. 
** Zichtung bei Pi, 5,7- 
*** Ziichtung bei 22° C. 
Anm.1: Zuallen Versuchen wurde 10 mg l-Histidin-Base zugesetzt. 
Anm. 2: Traubenzuckerkonzentration 1%: Cysteinkonzentration 0,1 %,. 
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Tabelle 1b. Vorkommen der Histaminase in verschiedenen Bakterien. 





af Inaktivierte 
Ziichtung Inaktivierte cen Histamin- 
: bei 37°C Histamin- . menge 
Bakterienarten 137 menge gewicht in y/mg 
> ey 
bei p,, 722-754 iny mg/ccm Trocken- 
substanz 





Streptococcus 48 Std. in gew.Nahrbriihe 


(3 Stamme) . 
Enterococcen 
(7 Stamme) . 





B. Coli (25 Stamme)* 48 Std. in gew.Nahrbriihe 
B. mucosus . 4 
B. enteritidis Breslau 
(4 Stamme). . 
B. enteritidis Gartner 
B. dysenteriae Shiga 
Kruse (2 Stamme) 
B. dysenteriae Kru- 
se-Sonne E 
(5 Stamme) . 
B. proteus 
(4 Stamme) 
B. pneumoniae 
(Friedlander) . . = ‘ 8.9 








"eter reer . 
weitere titi. 


as & 
“ee 





he 


B. bifidum 48 Std. in gew.Nahrbriihe 
a eed mit Cystein** 
(4Stamme)... 16,6-10,9 





peeves 


B. subtilis***. ise 48 Std.in gew.Nahrbrihe 


4. 


B. mesentericus. . 
B. mycoides . . . 
B. pseudoanthracis 


_*. 
a 





48 Std. in gew.Nahrbrihe 


B. putrificus 
(4 Stémme). . . §-7 10,4-14,6 
B. phlegmonosem- 
physematoae(Gas- 
brand, 2 Stamme) 
B.. sarcophysema- 
tosis (Rauschbrand, 
2Stimme.... 


= 


22 eet Dees D 
- ww “ 


0,6-57,5 





Vibrio Calcutta 48 Std. in gew.Nahrbrihe 


Vibrio Finkler *S 
Vibrio Metschnikoff 


Von den 25 untersuchten Colistémmen inaktivierten 15 Stamme kein Histamin. 
** Zichtung bei p,, 5,7- 
*** Ziichtung bei 22° C. 
Anm.1: Traubenzuckerkonzentration 1° : Cysteinkonzentration 0,1%. 


Anm. 2: Zu allen Versuchen wurde, wenn nicht anders vermerkt, 20 y Histamin dichlorhydrat 
(Hoffmann La Roche) — zugesetzt. a) Zusatz von 1000 y Histamin; b) Zusatz von 500 y Histamin. 
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Nahrlosungen iiber langere Zeit weitergeziichtet, so ging die anregende Wirkung 
der genannten Aminosauren verloren (entsprechend der oben erérterten Be- 
obachtung des Vers. 7): Histidin war in keinem Fall geeignet, die Ferment- 
bildung in Gang zu bringen und zwar auch dann nicht, wenn wir die zugesetzt: 
Histidinmenge auf 1% erhéhen. — 

Eine zusammenfassende Betrachtung unserer Versuchsergebnisse lehrt 
iiber die Histidindecarboxylasebildung bei Colibakterien folgendes: 

a) In synthetischen Nahrlésungen wurde Decarboxylasebildung nur 
in Gegenwart von Traubenzucker beobachtet. 

b) Die Fermentbildung ist in synthetischen Nahrlésungen nicht in der 
selben Weise vom py abhangig wie in Nahrbriihe und anderen Nahrmedien. 
Vielmehr wird bei py 7,4 etwa genau so viel Ferment gebildet, wie zwischen 
Py 6,0-7,0, was fiir das Vorhandensein eines, gegeniiber der Wasserstof 
ionenkonzentration nicht adaptiven Fermentanteils spricht. Diesseits 
Py 6,0 wurde das Bakterienwachstum in synthetischen Nahrlésungen so 
schwach, daB keine Fermentversuche mehr durchgefiihrt werden konnten. 

c) Zusatz von verschiedenen Aminosduren, sowie Pepton (W1TTE) vermag 
die Decarboxylasebildung in mindestens 0,5-1% Traubenzucker enthal- 
tenden synthetischen Nahrlésungen zu begiinstigen. Kaufliche Fleisch- 
extraktproben (nach LieBIG) waren von wechselndem EinfluB. 

d) Zusatz von Histidin (1°/o9-1% 1-Histidin zu verschieden zusammen 
gesetzten synthetischen Nahrlésungen ist ohne EinfluB auf die Menge der 
von den Bakterien gebildeten Histidindecarboxylase. Diese ist also gegen- 
iiber threm spezifischen Substrat bei der von uns untersuchten Mikroorganis 
menart kein adaptives Ferment. 


Histidin- Dehydrase. 
Tabelle 2. Dehydrierung verschiedener Substrate durch Fraenkelsche Gasbranda- 
bazillen. 
Methylenblautechnik nach THUNBERG. py: 7,5. Farbstoffkonzentration: 1:10000. 


1 





Entfarbungszeiten durch Bakterienmenge; 


Konzen- Trockengewicht 


Substrat tration 


mol 8,1 mg/ccm 4,4 mg/ccm 0,4 mg/ccm 


| 
oe ell Rata eas Ma gree Man SOO, BNE 0 3 Min. 6 Min. 7-8 Min. 
NG ORR ee ee us 55 Min. : 
Calvo ee ee ees 0,3 + 
PA ee a a es 0,3 -L 
Na ahoaraginat 3. es 0,3 + 
PSDROES Oe es a as + 
i" 5s CRS nec lean es ee Be 0,03 55 Min. 
PRT rs ag er td 0,003 190 Min, 
Histaminhydrochlorid. . . .| 0,3 50-55 Min. 
Histaminhydrochlorid. . . .| 0,03 60-65 Min. 
Ei) v1. BECP Sp Spe aaa ag ee 0,03 + 





8 


ohne Subetrat. is cs ada fore) 


Anm.: + = unvollstandige Entfarbung nach 24 Std. 


888BR8R88B8B88B 
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Tabelle 3. Bedeutung der Bakterienkonzentration fiir die anaerobe Histidin- und 
Histamindehydrierung durch Rauschbrandbakterien. 
Methylenblautechnik nach THUNBERG. Farbstoffkonzentration: 1:10000. Histi- 
dinkonzentration: 0,03 mol Histidinmonochlor. Histaminkonzentration: 0,3 mol 

Histamindihydrochlorid. p,,: 7,3. 





Bakterienmenge Entfarbungszeit Entfarbungszeit Lintustneceseete 
Trockengewicht in Gegenwart in Gegenwart ae 
8 ohne Substratzusatz 


mg/ccm von Histidin von Histamin 





1 Min. 1 Min. 
2 Min. 11/, Min. 43/4 Min. 
nach 120 Min. zu. nach 120 Min. zu nach 120 Min. nur 
50% entfarbt 50% entfarbt Bakteriensediment 
entfarbt 


Tabelle 4. Abhdngigkeit der anaeroben Histidindehydrierung durch Bact. coli 
von der Wasserstoffionenkonzentration. 

Methylenblautechnik nach THunBerRG. Farbstoffkonzentration 1:10000. Sub- 

stratkonzentration 0,003 mol. Bakterienmenge 0,8 mg/ccm Trockensubstanz. 





Entfarbungszeit Entfarbungszeit Im Ansatz (8 cm) 
Py in Gegenwart chvie Sibctiatenkate gebildetes Histamin 
von Histidin in y 





6,1 10 Min. 180 Min. 20 
6,6 7 Min. 180 Min. 40 
7,4 6 Min. 180 Min. 10 


Anm.: Die Tabellen geben nur einen Teil der Versuche auszugsweise wieder. Auf die Wiedergabe 
der Protokolle der Ziichtungsversuche mit synthetischer Nahrlésung mufte verzichtet werden. Die 
Unterlagen kénnen bei E. Werle angefordert werden. 


Zusammenfassung. 


1. Die wichtigsten Histidindecarboxylasebildner sind bestimmte Stamme 
von Colibakterien und FrAENKELsche Gasbrandbazillen. Histaminase findet 
sich auBer bei Colibakterien hauptsachlich bei Rauschbrandbazillen 
(Bac. Parasarcophysematos). 

2. Die Unterscheidung der bakteriellen Histidindecarboxylase von der 
bakteriellen anaeroben Histidindehydrase ergibt u. a. folgendes: 

a) Die py-Abhangigkeit der Fermentwirkungen ist verschieden, indem 
das Optimum fiir die Decarboxylase wesentlich starker im sauren Gebiet 
liegt als fiir die Dehydrase und auch viel staérker ausgepragt erscheint 
als fiir letztere. Die Dehydrase trifft also im Gewebe bessere Wirkungs- 
bedingungen an als die Decarboxylase. 

b) Die Giftempfindlichkeit der beiden Fermentwirkungen unterscheidet 
sich vor allem durch die Hemmbarkeit der Decarboxylase vermittels 
Semicarbazid, das die Dehydrase unbeeinfluBt 1aBt. 
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c) Die Verbreitung der beiden Fermente im Bakterienreich ist nicht 
dieselbe. Die der Dehydrase ist im allgemeinen auf mehr Bakterienarten 
ausgedehnt als die der Decarboxylase. Andrerseits gibt es Stamme. 
die unter bestimmten Versuchsbedingungen wesentlich mehr Decarbox,\ 
lase bilden als Dehydrase. 

3. Uber die Bildung der Histidindecarboxylase bei Colibakterie: 
fanden wir folgendes: 

a) In synthetischen Nahrlésungen wurde Decarboxylasebildung nu: 
in Gegenwart von Traubenzucker beobachtet. 

b) Die Fermentbildung ist in synthetischen Nahrlésungen nicht in 
derselben Weise vom py abhangig wie in Nahrbriihe und anderen Nahr 
medien. Vielmehr wird bei py 7,4 etwa genau soviel Ferment gebildet 
wie zwischen py 6,0-7,0, was fiir das Vorhandensein eines, gegeniiber 
der Wasserstoffionenkonzentration nicht adaptiven Fermentanteils spricht. 
Diesseits pyy 6,0 wurde das Bakterienwachstum in synthetischen Nahr 
lésungen so schwach, daB keine Fermentversuche mehr durchgefiihrt 
werden konnten. 

c) Zusatz von verschiedenen Aminosiuren sowie von Pepton (Witte) 
vermag die Decarboxylasebildung in mindestens 0,5-1° Traubenzucker 
enthaltenden synthetischen Nahrlésungen zu _ begiinstigen. Kaufliche 
Fleischextraktproben (nach LigBIG) waren von wechselndem EinfluB. 

d) Zusatz von Histidin (1°/o-1%, 1-Histidin) zu verschieden zusammen 
gesetzten synthetischen Nahrlésungen ist ohne EinfluB auf die Menge 
der von Bakterien gebildeten Histidindecarboxylase. Diese ist also gegen 
iiber ihrem spezifischen Substrat bei der von uns untersuchten Mikro 
organismenart kein adaptives Ferment. 
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